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ADAM23 é uma proteína transmembrana, membro da família ADAM (A Disintegrin 
and Metalloprotease), expressa predominantemente no sistema nervoso central 
tanto no desenvolvimento quanto na fase adulta. Camundongos nocautes para 
Adam23 desenvolvem tremores e ataxia e não sobrevivem mais do que duas 
semanas após o nascimento, sugerindo que ADAM23 possui um importante papel 
no desenvolvimento e manutenção do sistema nervoso. Entretanto, pouco se sabe 
sobre o papel fisiológico desta proteína. Interessados nas possíveis funções 
desempenhadas por ADAM23 no sistema nervoso decidiu-se investigar interações 
desta proteína com outras moléculas. Foi descrito que ADAM23 está presente nos 
mesmos micro-domínios de membrana ou na vizinhança onde a proteína príon 
celular (PrPC) é encontrada. PrPC é uma proteína associada à membrana por âncora 
de glicosilfosfatidilinositol encontrada nos microdomínios de membrana ricos em 
colesterol e glicoesfingolipídeos, os lipid rafts. PrPC também é amplamente expresso 
no sistema nervoso central e está envolvido numa série de doenças 
neurodegenerativas. Sendo assim, o presente trabalho teve como interesse principal 
estudar a interação entre ADAM23 e PrPC e investigar seus possíveis papéis 
biológicos. Inicialmente, foram produzidas ferramentas necessárias para o estudo de 
ADAM23. Domínios recombinantes dessa proteína foram obtidos e puderam ser 
empregados na imunização de coelhos para a obtenção de anticorpos policlonais. 
Estes últimos não foram obtidos com sucesso. Para contornar o problema da falta de 
anticorpos específicos anti-ADAM23, células que superexpressavam ADAM23 
fusionada à etiqueta de hemaglutinina (HA) foram usadas nos diversos ensaios e, 
dessa forma, ADAM23 pôde ser marcada com anticorpos anti-HA. Os ensaios de co-
imunoprecipitação e ligação demonstraram que ADAM23 interage in vitro com PrPC. 
O ensaio de ligação também sugeriu que esta interação pode ser direta e que o 
domínio desintegrina possuí um sítio potencial de ligação para PrPC. As análises de 
amostras de lipid rafts de diferentes linhagens celulares que superexpressam 
ADAM23-HA demonstraram que esta proteína não é uma molécula encontrada 
nestes microdomínios. No entanto, quando PrPC foi superexpresso, ADAM23 
apresentou um deslocamento para as regiões de lipid rafts. Sabendo que estes 
microdomínios estão envolvidos na endocitose de PrPC, resolveu-se investigar se a 
interação com ADAM23 teria algum papel neste processo fisiológico. Os resultados 
de endocitose de PrPC mediada por cobre demonstraram que a presença de 
ADAM23 diminui a endocitose de PrPC em células HEK 293T. Estes dados sugerem 










ADAM23 is a transmembranic protein, member of ADAMs family, predominantly 
expressed in the central nervous system. ADAM23 is expressed during initial 
development and also during adulthood. Adam23 knockout mice develop shivers and 
ataxia and die in less than two weeks after birth. These observations suggest that 
ADAM23 plays an important role in the development and maintenance of the central 
nervous system. However, the physiological role of ADAM23 remains unclear. In 
order to elucidate some functions played by ADAM23, we decided to investigate the 
interactions between this protein and other molecules. Previous studies show that 
ADAM23 is present in the same membrane microdomains as the cellular prion 
protein (PrPc). PrPC is a glycosylphosphatidylinositol-anchored glycoprotein attached 
to the plasma membrane. It is encountered on membrane microdomains rich on 
cholesterol and glycosphingolipid, termed lipid rafts. PrPC is also broadly expressed 
in the central nervous system. It has been shown that PrPc is involved in 
neurodegenerative diseases. The aim of this work was to study the interaction 
between ADAM23 and PrPC and putative biological roles for this interaction. Firstly, it 
was necessary to produce some specific tools for ADAM23. Recombinant proteins 
were produced and used to immunize rabbits to obtain polyclonal antibodies. 
Nevertheless, the animals failed to produce antibodies against ADAM23. To 
overcome this problem, cells that overexpressed ADAM23 HA tagged were used in 
the assays. Co-immunoprecipitation and binding assays showed that ADAM23 can 
interact in vitro with PrPC. Binding assays also suggest that this interaction is direct 
and that the disintegrin domain of ADAM23 is able to interact with PrPC. Lipid rafts 
analysis showed that ADAM23-HA overexpressed by different cells was always 
found outside the rafts. However, ADAM23 moved to the rafts when PrPC was 
overexpressed. Since lipid rafts are involved in PrPC endocytosis, we decided to 
analyze whether ADAM23 could participate in PrPC endocytosis. The copper-induced 
endocytosis of PrPC in HEK 293T was decreased when ADAM23 was 
overexpressed. These findings suggest a novel role for ADAM23 in cellular trafficking 
modulation of PrPC. 
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 ADAM (A Disintegrin and Metalloprotease) é uma família de proteínas 
transmembranas envolvidas em uma variedade de funções biológicas tais como: 
liberação de fatores de crescimento e citocinas, diferenciação celular, migração e 
adesão celular e nos processos de fertilização (SEALS & COURTNEIDGE, 2003). 
 Membros da família ADAM executam suas funções através da sua topografia 
única, contendo um domínio metaloprotease, um domínio desintegrina, uma região 
rica em cisteína, um domínio semelhante ao fator de crescimento epidermal, região 
transmembrana e cauda citoplasmática (WOLFSBERG et al., 1995). 
 ADAM23 é um membro da família ADAM expresso predominantemente no 
sistema nervoso central, tanto no desenvolvimento quanto na fase adulta (SAGANE 
et al., 1998; GOLDSMITH et al., 2004). Camundongos nocautes para Adam23 
desenvolvem tremores e ataxia e não sobrevivem mais que duas semanas após o 
nascimento, sugerindo que esta proteína possui um importante papel no 
desenvolvimento e manutenção do sistema nervoso central (MITCHELL et al., 2001). 
No entanto, pouco se sabe sobre o papel biológico desta proteína. Assim sendo, o 
presente trabalho teve como interesse principal estudar possíveis papéis biológicos 
em que esta proteína poderia estar envolvida. 
 Uma maneira de desenvolver este tipo de estudo é através da análise de 
parceiros moleculares que possuem funções estabelecidas. Neste contexto, este 
trabalho buscou encontrar possíveis ligantes para a proteína ADAM23. 
 A proteína príon celular (PrPC) é uma proteína associada à membrana por 
âncora de glicosilfosfatidilinositol amplamente expressa no sistema nervoso central 
estando envolvida numa série de doenças neurodegenerativas (PRUSINER, 1998). 
Schmitt-Ulms e colaboradores (2004) demonstraram que muitas proteínas 
envolvidas nos processos de adesão celular e neuritogênese podem ser 
encontradas nos mesmos microdomínios de membrana ou na vizinhança onde PrPC 
é encontrado. Dentre estas moléculas, a proteína ADAM23 foi identificada e parece 
estar na vizinhança de PrPC. Embora ADAM23 e PrPC sejam encontradas nas 
mesmas regiões da membrana celular (SCHMITT-ULMS et al., 2004), nenhuma 
interação entre essas duas moléculas havia sido descrita. Sendo assim, o presente 




essa ligação sob diferentes aspectos, na tentativa de elucidar seu possível papel 
fisiológico. 
 
1.1 OBJETIVO GERAL 
 
 Produzir ferramentas específicas que proporcionem o estudo de 
ADAM23 e caracterizar a interação entre esta proteína e a proteína 
príon celular. 
 
1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Produzir proteínas recombinantes de ADAM23. 
 Produzir anticorpos policlonais usando como antígeno as proteínas 
recombinantes. 
 Mostrar a interação in vitro entre ADAM23 e a proteína príon celular. 
 Analisar o papel desta interação em eventos de adesão. 
 Analisar o papel desta interação na distribuição de ADAM23 e PrPC na 
membrana celular. 




2 REVISÃO DA LITERATURA 
 
2.1 A DISINTEGRIN AND METALLOPROTEASE (ADAM) 
 
 As ADAMs são proteínas transmembranas do tipo I que possuem uma 
estrutura comum que inclui pró-domínio, domínio metaloprotease, domínio 
desintegrina, região rica em cisteína, domínio semelhante ao fator de crescimento 
epidermal (EGF-like), domínio transmembrana e cauda citoplasmática (figura 1). O 
nome ADAM refere-se aos dois domínios potenciais desta família de proteínas: o 
domínio metaloprotease e o domínio desintegrina, sendo também denominadas de 
MDC (Metalloprotease/Disintegrin/Cystein-rich protein). Esta família de proteínas 
contém as únicas proteínas de superfície que atuam tanto na adesão quanto na 
proteólise (SEALS & COURTNEIDGE, 2003). 
 As ADAMs estão evolvidas em diversos processos biológicos normais, tais 
como interações espermatozóide-óvulo, diferenciação celular, migração celular, 
crescimento axonal, desenvolvimento muscular e aspectos relacionados à 
imunidade (SEALS & COURTNEIDGE, 2003). Além dos papéis fisiológicos, estas 
proteínas estão envolvidas em processos patológicos como no câncer, doenças 
neurológicas e cardíacas, asma, infecção e inflamação (SEALS & COURTNEIDGE, 
2003; MURPHY, 2008; EDWARDS et al., 2008). 
 Os primeiros membros identificados dessa família foram as fertilinas α e β, ou 
ADAM1 e 2 respectivamente. Estas proteínas eram encontradas como um complexo 
formado por duas subunidades α e β na superfície de espermatozóides de porcos da 
índia e estavam envolvidas na fusão espermatozóide-óvulo durante a fecundação. A 
subunidade α apresentava um domínio potencial de fusão muito semelhante às 
proteínas virais de fusão. A subunidade β possuía um domínio de ligação, o domínio 
desintegrina, sendo este domínio relacionado com as proteínas solúveis de veneno 
de serpente. As duas subunidades apresentavam uma grande similaridade entre si, 
mas não apresentavam similaridade com outras moléculas de superfície 
relacionadas com a adesão. Entretanto, estas subunidades apresentavam 
similaridade com as proteínas solúveis do veneno de serpente (figura 1), as 
metaloproteases de veneno de serpente (SVMPs) (BLOBEL et al., 1992; 














FIGURA 1 - Estrutura geral das ADAMs e metaloproteases de veneno de 
serpente. Organização dos domínios das proteínas da família ADAM: a parte extracelular contém 
um pró-domínio N-terminal, seguido pelo domínio metaloprotease, um domínio desintegrina, a região 
rica em cisteína e um domínio semelhante ao fator de crescimento epidermal (EGF). Segue-se o 
domínio transmembrana e a cauda citoplasmática na região C-terminal. As metaloproteases de 
veneno de serpente apresentam-se estruturadas de maneira semelhante as ADAMS, entretando, não 
apresentam o domínio semelhante ao fator de crescimento epidermal, o domínio transmembrana e 
nem a cauda citoplasmática (adaptado SEALS & COURTNEIDGE, 2003). 
 
 
 Outras proteínas relacionadas às fertilinas foram descobertas em seguida. 
Primeiro, a proteína meltrina α, ou ADAM12, foi descrita atuando na fusão de 
mioblastos. Em Drosophila foi identificada a Kuzbanian (KUZ), uma metaloprotease-
desintegrina que atua na diferenciação neuronal e crescimento axonal. Finalmente, 
foram descritas duas metaloprotease-desintegrinas que atuam no processo de 
clivagem de substratos, a ADAM17 (denominada também TACE – TNFα convertase) 
atuando na clivagem da citocina pró-inflamatória ancorada à membrana TNFα (fator 
de necrose tumoral α) e KUZ foi demonstrada atuar na clivagem de Notch (revisado 
por BLOBEL, 1997). 
 ADAMs são membros da superfamília Metzincina, sendo que esta 
superfamília está dentro do grande grupo das metaloproteases dependente de zinco. 
O grupo das metaloprotease dependente de zinco contém três grandes 
superfamílias: Gluzincina, Metzincina e Aspizincina. A superfamília Metzincina 
também inclui a família das metaloproteases de matriz (MMP); a família das 
Adamalisinas (metaloproteases solúveis de veneno de serpente)/ ADAMTS (ADAMs 
com motivo trombospondina)/ ADAM/ Reprolisinas;.a família das Astacinas 
(proteases encontradas desde bactérias até mamíferos) e, a família das Serralisinas 





 As ADAMs, as MMPs, ADAMTSs e as metaloproteases e desintegrinas de 
veneno de serpente possuem uma sequência sinal na região N-terminal que as 
direciona para a via de secreção. Estas proteínas são então sintetizadas no retículo 
endoplasmático e seguem para maturação no Golgi (SEALS & COURTNEIDGE, 
2003). 
 A sequência sinal é seguida pelo pró-domínio, que conserva o domínio 
metaloprotease das ADAMs inativo. Esse pró-domínio é geralmente removido 
durante o trânsito pelo Golgi por pró-proteínas convertases do tipo furinas que 
promovem a clivagem do pró-domínio do resto da proteína em um motivo 
conservado RX(R/K)R presente entre o pró-domínio e o domínio metaloprotease. A 
liberação do pró-domínio e a mudança da coordenação de zinco para o domínio 
metaloprotease convertem o domínio metaloprotease para um estado 
cataliticamente ativo (LUM et al., 1998; LOECHEL et al., 1999; ROGHANI et al., 
HOUGAARD et al., 2000; HOWARD et al., 2000; SCHLÖNDORFF et al., 2000; 
KANG et al., 2002). 
 Além de manter a latência da atividade metaloprotease, o pró-domínio possui 
outras funções. Ele pode atuar como chaperona no dobramento correto das ADAMs 
e também, protegê-las contra a degradação que pode ocorrer na via secretória 
(MILLA et al., 2006). Estudos mostraram que a remoção do pró-domínio da ADAM17 
gera uma protease inativa (MILLA et al., 1999), assim como uma construção de 
ADAM10 sem o pró-domínio é cataliticamente inativa (ANDERS et al., 2001). 
Recentemente, Liu e colaboradores (2009) mostraram a importância do pró-domínio 
no dobramento da ADAM22, um membro da família que não apresenta atividade 
metaloproteolítica. Estes resultados sugerem que o pró-domínio é necessário não só 
para inibir a atividade metaloprotease, mas também para promover o dobramento 
correto das ADAMs. 
 O domínio metaloprotease encontra-se logo após a região C-terminal do pró-
domínio. Este domínio apresenta um sítio ativo com a sequência consenso 
HEXXHXXGXXHD, sendo que as três histidinas ligam-se ao zinco e o ácido 
glutâmico atua como base catalítica. Uma metionina conservada situada alguns 
aminoácidos downstream ao sítio catalítico, a chamada Met-turn, se insere no cerne 
da estrutura formada pelo sítio consenso quando ligado ao zinco. O sítio ativo 
consenso e o Met-turn são as duas características da superfamília Metzincina 




17, 19-21, 24-26, 28, 31 e 33-40 contém os resíduos do sítio ativo, e assim, são 
ativas cataliticamente. Já as ADAMs 2-7, 11, 14, 18, 22, 23, 27, 29-30 e 32 possuem 
seqüências diferentes neste domínio e, apesar de estruturalmente similares, o sítio 
proteolítico não é ativo nestas proteínas, sugerindo que o domínio metaloprotease 
nessas ADAMs possa ter um papel no dobramento e/ou nas interações com outras 
proteínas (YANG et al., 2006; EDWARDS et al., 2008). 
 A atividade catalítica das ADAMs tem sido bem caracterizada, sendo bastante 
importante na liberação de ectodomínios de proteínas de membrana e proteólise da 
matriz extracelular. Este tipo de clivagem foi descrito como sendo importante em 
processos de sinalização, proliferação e diferenciação e em processos patogênicos 
(SEALS & COURTNEIDGE, 2003; ALFANDARI et al., 2009). Um membro desta 
família que tem sido extensamente estudado em termos de atividade proteolítica é a 
ADAM17 ou TACE. Esta proteína está envolvida na clivagem de uma ampla 
variedade de pró-proteínas, permitindo que a proteína clivada se torne ativa. A 
TACE também atua na clivagem de receptores, promovendo a modulação rápida 
destes receptores em resposta à sua ativação quando o ligante está presente 
(BLOBEL, 2005). Dentre as moléculas clivadas pela ADAM17 estão: a citocina 
conhecida como fator de necrose tumoral α (TNFα), a proteína precursora amilóide 
(APP), o fator de crescimento de transformação α (TGFα), o fator de crescimento 
epidermal (EGF), o fator de crescimento epidermal ligante de heparina (HB-EGF), a 
proteína Notch, o receptor ErbB4, os receptores I e II para TNF, entre outras 
moléculas  (BLOBEL, 2005; EDWARDS et al., 2008; ALFANDARI et al., 2009). 
Camundongos que possuem o gene Adam17 com mutação inativando o domínio 
metaloprotease apresentam problemas na maturação e organização epitelial, 
mostrando assim, a importância da atividade proteolítica desta molécula (PESCHON 
et al, 1998). 
 ADAM10 é outro membro que possui atividade proteolítica e que tem sido 
bastante estudado. Esta proteína atua na regulação de proteólise intramembrana, a 
qual é crítica para a sinalização Notch/Delta (EDWARDS et al., 2008). Tanto a 
ADAM10 quanto a ADAM17 foram descritas atuando no metabolismo da proteína 
príon celular e da APP promovendo a clivagem destas e liberando-as para o meio 




 Alfandari e colaboradores (2001) mostraram que a ADAM13 é capaz de atuar 
na clivagem de fibronectina atuando na remodelagem deste substrato, sugerindo 
que esta ADAM pode interferir nas interações célula-matriz. 
 O domínio desintegrina deriva da semelhança das desintegrinas de veneno 
de serpentes, sendo então denominado de domínio desintegrina-like. As 
desintegrinas de veneno de serpente são pequenas proteínas (50-90 aa) que atuam 
na inibição da agregação plaquetária. Através do motivo RGD presente no domínio 
desintegrina, as desintegrinas de veneno de serpente ligam-se às integrinas 
impedindo que estas se liguem ao fibrinogênio (HUANG, 1998). Embora todas as 
desintegrinas de veneno de serpentes apresentem o motivo RGD, apenas a 
ADAM15 humana possui este motivo. As demais ADAMs, com exceção das ADAMs 
10 e 17, possuem um motivo consenso CRXXXXXCDXXEXC (WOLFSBERG et al., 
1995; KRÄTZSCHMAR et al., 1996; WHITE, 2003). Desta forma, apenas a ADAM15 
humana, que tem a sequência RGD conservada, foi demonstrada interagir com as 
integrinas αvβ3 e α5β1 de forma dependente de RGD (NATH et al., 1999). 
 Muitos trabalhos demonstram que o domínio desintegrina-like pode promover 
a adesão e migração pela ligação com integrinas (CAL et al., 2000; ETO et al., 2000; 
ETO et al., 2002; BAX et al., 2004; ZHAO et al., 2004; HUANG et al., 2005; ZIGRINO 
et al., 2007). Os domínios desintegrina-like das ADAMs 1, 2, 3, 9, 12 e 15 ligam a 
integrina α9β1 de maneira independente de RGD promovendo a adesão celular 
(ETO et al., 2000; ETO et al., 2002). O domínio desintegrina-like de ADAM23 foi 
demonstrado promover adesão mediada por αvβ3 (CAL et al., 2000). Bax e 
colaboradores (2004) demonstraram que o domínio desintegrina-like de ADAM17 
promove adesão dependente de α5β1. O domínio desintegrina-like e a região rica 
em cisteína de ADAM12 ligam-se a integrina α7β1 e esta interação promove a 
adesão celular, entretanto não é observado espraiamento celular (ZHAO et al., 
2004). Embora muitos trabalhos demonstrem que domínios desintegrina-like 
recombinantes promovam a adesão, há uma crítica neste modelo. Estudos de 
cristalografia demonstram que na proteína nativa o domínio desintegrina estaria 
indisponível para interagir com outras proteínas (TAKEDA et al., 2006; TAKEDA, 
2009). 
 Resultados reportados por Huang e colaboradores (2005) demonstram que 
distintas ADAMs podem modular tanto positivamente quanto negativamente a 




de células mediada por α4β1, mas não por α5β1 e, a ADAM17 possui o efeito 
inverso. As ADAMs 19 e 33 inibem a migração mediada pelas integrinas α4β1 e 
α5β1 (HUANG et al., 2005). 
 O domínio rico em cisteína também possui propriedade adesiva, podendo 
interagir com outros domínios ricos em cisteínas e promovendo assim, fusão de 
membranas celulares (WOLFSBERG et al., 1995). O domínio rico em cisteína de 
ADAM12 foi demonstrado promover adesão através da interação com o sindecam 
proteoglicano de heparam sulfato, sendo que esta interação resulta no recrutamento 
de integrinas β1 (IBA et al., 2000). Gaultier e colaboradores (2002) demonstram que 
o domínio desintegrina-like mais a região rica em cisteína de ADAM13 podem 
interagir com fibronectina. Além disso, o domínio rico em cisteína de ADAM13 
parece ter um papel importante na função proteolítica sendo essencial nas 
interações com o substrato (SMITH et al., 2002). Análises de depleção de domínio 
demonstram a importância do domínio rico em cisteína de ADAM17 na clivagem do 
receptor II de Interleucina-1 (REDDY et al., 2000). 
 O domínio transmembrana e a cauda citoplasmática das ADAMs sugerem 
que estas moléculas podem servir como transdutores de sinal entre o meio 
extracelular e intracelular via interações célula-célula e célula-matriz extracelular 
(SEALS & COURTNEIDGE, 2003; BLOBEL, 2005; EDWARDS et al., 2008). 
 A cauda citoplasmática das ADAMs pode variar consideravelmente em 
tamanho e sequência, podendo apresentar desde 11 resíduos, como é o caso da 
ADAM11, até 231 resíduos, como a ADAM19 (SEALS & COURTNEIDGE, 2003). 
Muitos membros desta família possuem um ou mais motivos PXXP (motivo rico em 
prolina) que podem atuar como sítios de ligação de proteínas envolvidas em eventos 
de sinalização que apresentam o domínio SH3 (domínio de ligação a motivos ricos 
em prolina). Também podem apresentar resíduos de serina-treonina e/ou tirosina 
que podem sofrer fosforilação podendo atuar como sítio de ligação para proteínas 
que possuem o domínio SH2 (domínio de ligação à fosfotirosina) (SEALS & 
COURTNEIDGE, 2003; EDWARDS et al., 2008). Isto leva a inferir que os domínios 
citoplasmáticos podem atuar em eventos de regulação da atividade proteolítica em 
resposta a eventos intracelulares, bem como podem estar envolvidos em eventos de 
sinalização intracelular devido a interações com moléculas adesivas ou que atuam 




 Muitos genes ADAM sofrem splicing alternativo, o que aumenta 
consideravelmente o número de variantes destas proteínas. ADAM12 codifica uma 
forma longa que apresenta a estrutura canônica da família ADAM e codifica uma 
forma curta que é secretada (GILPIN et al., 1998). Também são encontradas 
isoformas secretadas das ADAMs 8, 11, 15, 23 e 28 (KATAGIRI et al., 1995; 
FOURIE et al., 2003; SUN et al., 2004). Os genes ADAM15 e ADAM22 também 
geram variantes que se diferenciam pelo domínio citoplasmático, o que gera 
diferentes combinações de motivos de interações com outras proteínas (KLEINO et 
al., 2007; GÖDDE et al., 2007). Um splicing alternativo de ADAM19 gera uma forma 
citoplasmática que não apresenta o pró-domínio e os domínios metaloprotease e 
desintegrina (KURISAKI et al., 2002). 
 Foram identificadas quarenta proteínas da família ADAM com o domínio 
transmembrana, sendo que trinta e cinco destas foram clonadas e sequenciadas1. 
Membros desta família têm sido encontrados em espécies de mamíferos, 
Caenorhabditis, Xenopus e Drosophila, mas nenhuma proteína ADAM foi encontrada 
em eucariotos unicelulares e em plantas (SEALS & COURTNEIDGE, 2003; 
EDWARDS et al., 2008). 
 A expressão das ADAMs pode variar consideravelmente. Em mamíferos 
muitas ADAMs (1, 2, 3 , 4, 5, 6, 7, 18, 20, 21, 24, 25, 26, 27, 29, 30, 31 e 32) são 
exclusivas ou predominantemente expressas em testículos e/ou associadas a 
estruturas reprodutivas, estando envolvidas na fertilização e espermatogênese, 
podendo também atuar em outros órgãos. Algumas ADAMs possuem uma 
expressão ampla, como no caso das ADAMs 9, 10, 12, 15, 17 e 19. Outras ADAMs 
apresentam expressão tecidual específica: as ADAMs 11 e 22 são expressas 
apenas no sistema nervoso e, a ADAM23 é predominantemente expressa no tecido 
nervoso e no coração. A ADAM8 é expressa principalmente em tipos celulares 
hematopoéticos (NOVAK, 2004; YANG et al., 2006; GHILARDI et al., 2008). 
 No sistema nervoso foram detectadas as ADAMs 1-3, 8-13, 15, 17, 19, 21-23 
e 33, sendo que estas proteínas podem estar relacionadas com o desenvolvimento 
neural, uma vez que tanto os processos proteolíticos e de adesão celular são 
essenciais para a manutenção estrutural e funcional do sistema nervoso central 
(KARKKAINEN et al., 2000; NOVAK, 2004; YANG et al., 2006). 
                                                 
1
 Table of the ADAMs. Disponível em: 




 Tem sido descrito a atuação das ADAMs em diversos processos do 
desenvolvimento do sistema nervoso. Estas proteínas podem atuar na migração, 
diferenciação e sobrevivência neuronal, no crescimento axonal, na sinaptogênese e 
na mielinização (revisado por NOVAK, 2004; YANG et al., 2006). 
 Muitos estudos a respeito do papel das ADAMs no sistema nervoso têm 
focado apenas no papel proteolítico. Moléculas que orientam a migração neuronal 
durante o desenvolvimento são dependentes da exposição de ectodomínios, sendo 
que muitas ADAMs podem atuar na proteólise destas moléculas, atuando 
indiretamente na migração (ALFANDARI et al., 2001). Além disso, muitas moléculas 
que regulam a proliferação, diferenciação e sobrevivência de células nervosas 
durante o desenvolvimento do sistema nervoso requerem processamento 
proteolítico, que pode ser mediado por algumas ADAMs (LIEBER et al., 2002; 
SHIRAKABE et al., 2001; ZHENG et al., 2004). Foi demonstrado que a ADAM13 de 
Xenopus laevis é capaz de promover a migração de células da crista neural através 
da remodelagem da matriz extracelular, bem como pela interação com β1 integrinas 
(ALFANDARI et al., 1997; ALFANDARI et al., 2001). 
 É importante lembrar que as ADAMs que apresentam alta expressão no 
sistema nervoso são inativas proteoliticamente, sendo elas as ADAMs 11, 22 e 23 
(SAGANE et al., 1998; KARKKAINEN et al., 2000; NOVAK, 2004). 
 Estudos usando animais deficientes nas ADAMs 11, 22 e 23 demonstram a 
importância destes membros inativos proteoliticamente. Camundongos nocautes 
para Adam11 embora sejam viáveis, apresentam deficiência no aprendizado, na 
coordenação motora e nas respostas nociceptivas (TAKAHASHI et al., 2006 a, b). 
 Camundongos nocautes para Adam22 apresentam ataxia e hipomielinização 
nos nervos periféricos e, morrem logo após o desmame (SAGANE et al., 2005). Os 
animais nocautes para Adam23 também apresentam problemas neurológicos tais 
como tremores e ataxia e morrem logo após o nascimento (MITCHELL et al., 2001). 
Estes dados demonstram que estes três membros da família ADAM apresentam 
funções importantes no sistema nervoso e que não são redundantes, uma vez que a 
presença de um dos membros não é capaz de compensar a função da ADAM que 




2. 1. 1 ADAM23 
 
 ADAM23 (também denominada MDC3) é um membro da família ADAM 
expressa predominantemente no sistema nervoso central e no coração. Esta ADAM 
apresenta estrutura típica dos membros da família, no entanto, não possui no seu 
domínio metaloprotease os aminoácidos que formam o sítio ativo para a ligação de 
zinco (HEXXHXXGXXH), o qual é crítico para a atividade proteolítica (SAGANE et 
al., 1998). Sendo assim, ADAM23 tem sido descrita como uma molécula 
potencialmente adesiva, mas sem atividade proteolítica (SAGANE et al., 1998; CAL 
et al., 2000). 
 Esta proteína é expressa tanto no encéfalo fetal como no adulto e 
camundongos nocautes para o gene Adam23 não são animais viáveis. Estes dados 
sugerem que ADAM23 possui um papel importante no desenvolvimento e 
funcionamento do sistema nervoso central (SAGANE et al., 1998; MITCHELL et al., 
2001; SUN et al., 2004). 
 O gene ADAM23 humano foi mapeado no cromossomo 2q33 e o gene de 
camundongo na região central do cromossomo 1, mostrando que este gene ocupa 
um único locus (SAGANE et al.,1999). No entanto, esta proteína apresenta três 
isoformas que são transcritos variantes do mesmo gene e que também são 
expressas predominantemente no encéfalo e no coração. Estas isoformas são 
ADAM23, também designada de ADAM23 (SAGANE et al., 1998), ADAM23β e 
ADAM23γ (SUN et al., 2004). ADAM23β e ADAM23γ são transcritos finais 
provenientes da combinação de diferentes éxons, mas provenientes do mesmo 
locus de ADAM23. ADAM23β difere-se de ADAM23 em alguns dos aminoácidos 
que formam o domínio transmembrana, compartilhando 54% (13 de 24 resíduos) de 
similaridade neste domínio. ADAM23γ difere-se de ADAM23α pela ausência do 
domínio transmembrana e cauda citoplasmática, o que sugere que esta isoforma é 
secretada. ADAM23γ também se diferencia por sua expressão temporal, pois esta 
isoforma é expressa principalmente em cérebros de embriões e de indivíduos 
neonatos, excedendo a expressão de ADAM23 e ADAM23β, tendo uma diminuição 
na sua expressão após o nascimento. Este perfil de expressão de ADAM23γ condiz 
com o estágio de formação da rede neural, sugerindo que esta isoforma pode ter um 




 Cal e colaboradores (2000) demonstraram o papel adesivo de ADAM23. O 
domínio desintegrina de ADAM23 proveniente da expressão heteróloga em E. coli foi 
capaz de promover a adesão de neuroblastomas (NB100 e SHSY-5Y) e de 
astrocitomas (U373 e U87 MG) de maneira similar à fibronectina. 
 A análise da interação com integrinas mostrou que ADAM23 interage 
especificamente com integrina vβ3 promovendo adesão celular. Uma maior adesão 
celular foi observada quando células que expressavam funcionalmente a integrina 
vβ3 (β3-CHO-chinese hamster ovary) foram semeadas sobre poços recobertos 
com o domínio desintegrina de ADAM23. Esta adesão pôde ser bloqueada usando 
um anticorpo monoclonal anti-vβ3 (CAL et al., 2000). 
 O processo de interação específica entre vβ3 e ADAM23 foi descrito como 
sendo mediado por uma pequena sequência de aminoácidos (AVNECDIT) na alça 
da desintegrina ADAM23. Neste aspecto, a interação vβ3/ADAM23 mostrou-se 
independente da presença do motivo RGD (CAL et al., 2000). O motivo RGD tem 
sido descrito como o principal domínio de reconhecimento pelas integrinas 5, 8, 
vβ3, vβ5, vβ6 e vβ8 e está presente nas moléculas de matriz extracelular tais 
como vitronectina e fibronectina (RUOSLAHTI, 2003). No entanto, na família ADAM 
apenas a ADAM15 humana apresenta o motivo RGD e interage com as integrina 
vβ3 e 5β1 de forma dependente deste motivo (NATH et al., 1999). 
 ADAM23 tem sido descrita como uma proteína expressa predominantemente 
no sistema nervoso central e coração (SAGANE et al., 1998; SUN et al., 2004; 
GHILARDI et al., 2008). Com relação à localização e expressão de ADAM23 no 
encéfalo, foi demonstrada a presença de altos níveis nas células piramidais nas 
regiões CA1/CA3 do hipocampo e nas células piramidais do córtex cerebral e, em 
níveis baixos, nos giros denteados do hipocampo. No cerebelo sua expressão 
concentra-se principalmente nas células de Purkinje e nas células granulares 
cerebelares (GOLDSMITH et al., 2004; OWUOR et al., 2009). Owuor e 
colaboradores (2009) verificaram que nas camadas moleculares do hipocampo e 
cerebelo, onde são encontrados muitos axônios, há uma grande quantidade de 
ADAM23. 
 Goldsmith e colaboradores (2004) verificaram por Western blotting que nas 
diferentes regiões do encéfalo (tronco cerebral, cerebelo e córtex) era expresso um 




provenientes de camundongos nocautes para Adam23 este antígeno não era 
detectado. Entretanto, células granulares cerebelares expressam outra forma de 
ADAM23 com massa de aproximadamente 100 kDa, que corresponde à forma 
imatura. Essas duas formas da proteína ADAM23 podem ser explicadas pelo 
processamento do seu pró-domínio por endopeptidases, sendo a forma imatura (100 
kDa) não processada e, a forma matura (70 kDa) processada e na qual o pró-
domínio está ausente (GOLDSMITH et al., 2004). Este processo de clivagem do pró-
domínio do resto da proteína ocorre normalmente nas ADAMs sendo requisito para 
gerar a atividade metaloprotease (SEALS & COURTNEIDGE, 2003). 
 Verificou-se que ADAM23 possui papel importante na diferenciação de células 
P19 (linhagem celular de carcinoma embrional) em neurônios bem como na 
formação de neuritos, o que sugere que esta proteína seja importante tanto em 
eventos iniciais quanto tardios da diferenciação neuronal (SUN et al., 2007). 
 Além da integrina vβ3, ADAM23 possui outros dois parceiros moleculares 
identificados recentemente, as proteínas LGI1 (Leucine rich glioma inactivated 1) e 
LGI4. Entretanto, estas proteínas não possuem como receptor único ADAM23, elas 
também interagem com as ADAM11 e 22 (SAGANE et al., 2008; OWUOR et al., 
2009). 
 Owuor e colaboradores (2009) demonstraram que ADAM23 é o principal 
receptor para LGI1, pois na ausência de ADAM23, o crescimento de neuritos in vitro 
mediada por LGI1 é bastante diminuído assim como, a arborização dendrítica. 
 Como descrito anteriormente, animais nocautes para Adam23 apresentam 
tremores e ataxia e sobrevivem no máximo 15 dias após o nascimento, o que sugere 
que a proteína ADAM23 tem um papel importante no desenvolvimento do sistema 
nervoso (MITCHELL et al., 2001). Owuor e colaboradores (2009) verificaram que os 
animais nocautes para Adam23 apresentam ataques convulsivos e entre estes 
ataques, também ocorrem episódios de ataxia. A epilepsia observada não pôde ser 
especificada como resultado da malformação cortical dos animais ADAM23-/-, uma 
vez que estes animais não apresentaram nenhuma mudança na posição das células 
que expressam ADAM23 e, nenhuma mudança aparente nas camadas corticais. 
Estes dados sugerem que a patofisiologia da epilepsia parcial autossomal dominante 
com características auditivas causadas por mutação no gene LGI1 pode ser devida 




 Alguns trabalhos sugerem que a ADAM23 possa estar envolvida nos 
processos de câncer. Sua expressão é reduzida em linhagens tumorais e em 
tumores primários de mama e gástricos pelo silenciamento epigenético através da 
hipermetilação do promotor (COSTA et al., 2003; TAKADA et al., 2005). 
 Dados reportados por Ghilardi e colaboradores (2008) também mostraram a 
ausência de expressão gênica de ADAM23 em linhagens celulares de carcinoma. 
Entretanto, células endoteliais derivadas de tumores apresentam uma maior 
expressão de ADAM23 que células endoteliais derivadas de tecido normal. Além 
disso, uma alta expressão foi verificada nos vasos sanguíneos em meduloblastoma 
e em tumor de encéfalo maligno. Estes dados relacionados com a alta expressão de 
ADAM23 em células endoteliais sugerem um papel importante para esta proteína na 
formação de novos vasos sanguíneos no tumor (GHILARDI et al., 2008). 
 Recentemente foi demonstrado que ADAM23 atua na modulação negativa da 
integrina αvβ3. Células da linhagem tumoral de mama MDA-MB 435 que tiveram a 
expressão de ADAM23 bloqueada apresentaram uma maior ativação de αvβ3, 
ativação esta que resultou num maior potencial adesivo e migratório destas células 
na presença de vitronectina e fibronectina. Tanto a migração quanto a adesão 
puderam ser bloqueadas usando anticorpos monoclonais para αvβ3, confirmando 
assim que o principal receptor envolvido nestes processos é esta integrina. Além 
disso, a perda de expressão de ADAM23 favoreceu a retenção de células tumorais 
no pulmão de camundongos imunodeprimidos. E ainda, o grupo novamente 
demonstrou que em tumores primários de mama o gene ADAM23 está silenciado 
por hipermetilação do promotor e, esta hipermetilação pôde ser associada com a 
alta incidência de metástase e a uma redução geral na sobrevivência dos pacientes 






2. 2 PROTEÍNA PRÍON CELULAR 
 
 O termo príon é derivado de proteinaceous and infectious particle, que foi 
descrito como agente causador das encefalopatias espongiformes transmissíveis 
(TSE) de natureza infecciosa, genética ou esporádica. Estas doenças são causadas 
pela conversão da proteína príon celular (PrPC) na sua forma scrapie (PrPSC) 
(PRUSSINER, 1998). 
 Em humanos o gene PRNP está localizado junto com dois outros genes 
(PRND e PRNT) na região 12/13 do cromossomo 20, formando o locus PRNP. 
PRNP possui dois éxons e a transcrição do segundo éxon codifica a proteína príon 
celular completa (revisado por MEHRPOUR & CODOGNO, 2009). 
 A proteína príon celular é uma proteína ancorada na membrana da célula por 
glicosilfosfatidil-inositol (GPI). A forma matura do PrPC estende-se do resíduo 23 ao 
231, uma vez que a sequência sinal para direcionamento ao retículo endoplasmático 
(resíduos 1-22) e o peptídeo sinal para adição da âncora de GPI (resíduos 231-253) 
são clivados antes da proteína chegar a superfície celular. A proteína matura possui 
um domínio amino-terminal (N-terminal) com quatro ou cinco cópias repetidas do 
octapeptídeo PHGGGWGQ (51-91), seguido de um domínio central composto de 
uma sequência de resíduos carregados positivamente e um domínio central 
hidrofóbico (resíduos 106-126, descrito como tendo propriedades neurotóxicas). O 
último domínio ou domínio globular carboxi-terminal (C-terminal) apresenta-se de 
forma estruturada contendo três α-hélices e duas folhas β-pregueadas que 
flanqueiam a primeira α-hélice. Neste domínio globular existem dois sítios de N-
glicosilação (via asparagina - Asn, Asn-181 e 197 em humanos e Asn-180 e 196 em 
camundongos). Uma ponte dissulfeto entre as cisteínas 179 e 214 liga as duas α-
hélices C-terminais (PUSINER, 1998; PRUSINER et al., 1998). Os domínios 
descritos para PrPC encontram-se esquematizados na figura 2. 
 Embora praticamente todo PrPC encontrado na célula esteja ligado a 
membrana plasmática via âncora de GPI, uma pequena porcentagem (menos que 
10% do total) pode assumir orientação transmembrana, usando a região hidrofóbica 
do centro do molécula como região transmembrana e, também pode ser encontrado 
numa forma solúvel citoplasmática (MA et al., 2002; HARRIS, 2003; STEWART & 




 Devido à ocupação variável dos resíduos asparagina, a proteína príon celular 
pode ser normalmente encontrada nas suas formas não, mono e di-glicosilada. A 
glicosilção parece ter um papel importante na conversão da proteína príon celular na 
sua forma scrapie (revisado por ERMONVAL et al., 2003; LAWSON et al., 2005). Foi 
demonstrado que células que tiveram a N-glicosilação inibida apresentaram uma 
aceleração na produção de PrPSC (LEHMANN & HARRIS, 1997; KORTH et al., 
2000). Além disso, tem sido observado que algumas doenças priônicas apresentam 














FIGURA 2 - Estrutura da proteína prion celular (PrPC). A proteína é ancorada à 
membrana celular por uma âncora de GPI. A sequência sinal para direcionamento à membrana 
plasmática e o peptídeo sinal para GPI são clivados antes da proteína chegar à superfície celular. A 
forma matura estende-se do resíduo 23 ao 231, contendo uma região repetitiva de uma sequência 
octamérica (octapeptídeo), na qual podem ligar íons cobre; uma região hidrofóbica na qual a molécula 
pode ser clivada (sítio de α clivagem) e dois sítios de N-glicosilação. O domínio estruturado é formado 
por estruturas α-hélices e folhas β-pregueadas. Uma ponte dissulfeto promove a formação da 
estrutura tridimensional da proteína (adaptado MEHRPOUR & CODOGNO, 2009). 
 
 
 PrPC é altamente expresso no sistema nervoso. Entretanto, sua expressão é 
observada em diversos tecidos, incluindo intestino, rim, fígado, órgãos linfóides entre 
outros (revisado por LINDEN et al., 2008). 
 Na tentativa de melhor entender o papel de PrPC no sistema nervoso, 
diferentes camundongos nocautes foram gerados. As primeiras linhagens geradas 




(MANSON et al., 1994) e nestes animais nenhuma grande alteração no encéfalo foi 
observada. Os animais subsequentes Nagasaki, Rcm0 e Zürich II apresentaram 
severa ataxia e degeneração de células de Purkinje em idades avançadas, sendo 
que esta degeneração foi reparada pela re-introdução de Prnp (SAKAGUSHI et al., 
1996; MOORE et al., 1999; ROSSI et al., 2001). Recentemente, Le Pichon e 
colaboradores (2009) mostraram que animais nocautes para Prnp, independente da 
linhagem, apresentam problemas no processamento de informações sensitivas pelo 
sistema olfatório. 
 PrPC pode sofrer endoproteólise entre os resíduos 106 - 126 da região 
hidrofóbica, promovendo a formação de um fragmento N-terminal solúvel (N1) e a 
geração de um fragmento associado a membrana chamado C1 (fragmento C-
terminal ligado à membrana via GPI). Este tipo de clivagem é denominado de 
clivagem do tipo α, sendo que este processamento ocorre no encéfalo e em cultura 
de células (CHEN  et al., 1995). Foi descrita a participação direta de duas 
desintegrinas, ADAM10 e ADAM17 (TACE), na clivagem normal do PrPC (VINCENT 
et al., 2001; LAFFONT-PROUST et al., 2005), bem como a participação indireta da 
ADAM9, pela modulação que esta exerce sobre ADAM10 (CISSÉ et al., 2005). 
 Uma forma solúvel de PrPC pode ser encontrada no fluido cérebro-espinhal e 
no meio de cultura de células, sendo esta forma proveniente da clivagem da cadeia 
polipeptídica próximo ao sítio da âncora de GPI (Ser -231) (HOOPER, 2005). Este 
tipo de clivagem parece ser realizado por um mecanismo dependente de 
fosfolipases e proteases (PARKIN et al., 2004). Recentemente, Taylor e 
colaboradores (2009) demonstraram que as ADAMs 9 e 10 também atuam nesta 
clivagem de PrPC próxima à ânocra de GPI. 
 Alterações no metabolismo de PrPC podem levar a uma forma da proteína que 
é resistente à ação de proteases, insolúvel em detergentes e com tendência a 
agregação, denominada PrPSC (scrapie). Assim como PrPC, PrPSC também é ligado 
à membrana via âncora de GPI (PRUSINER, 1998). Esta isoforma anormal não é 
proveniente de processamento alternativo de RNA mensageiro, uma vez que a 
proteína príon celular é codificada a partir de uma única sequência aberta de leitura 
localizada em um único éxon. Enquanto as sequências primárias da forma normal e 
da scrapie são as mesmas, há uma grande diferença nas estruturas secundárias. 
PrPC é constituído predominantemente por α- hélices, enquanto que, PrPSC é rico em 




 PrPSC é o agente responsável pelas doenças priônicas, também conhecidas 
como encefalopatias espongiformes transmissíveis, que incluem Kuru, a doença de 
Creutzfeldt-Jakob (CJD), a síndrome de Gerstmann-Sträussle-Scheinker (GSS) e a 
Insônia Familiar Fatal em humanos, scrapie em ovelhas e cabras e encefalopatias 
espongiforme bovina  (PRUSINER, 1998). Essas doenças são caracterizadas por 
vacuolização e morte neural, astrogliose e deposição de agregados protéicos 
(CHESEBRO, 1998). As doenças priônicas são causadas pela conversão da 
proteína príon celular hospedeira em sua forma scrapie. Pode também ocorrer, 
embora raramente, de maneira espontânea bem como, devido a mutações no gene 
PRNP (PRUSINER, 1998). 
 Na superfície das células PrPC e PrPSC são encontrados em microdomínios de 
membrana ricos em colesterol e glicoesfingolipídeos, denominados lipid rafts ou 
também conhecidos como regiões de membrana resistentes à detergentes 
(TARABOULOS et al., 1995; VEY et al., 1996; NASLAVSKY et al., 1997). 
 Esses microdomínios são formados na membrana pela condensação de 
esfingolipídeos saturados com moléculas de colesterol, produzindo assim um 
ambiente lipídico e ordenado (SIMONS & TOOMRE, 2000). Neste ambiente residem 
algumas proteínas GPI ancoradas, mas excluem a maioria das proteínas 
transmembranas. Os lipid rafts estão envolvidos em processos de sinalização e 
endocitose (PIKE, 2004). 
 Embora a âncora de GPI seja um sinal determinante para a associação da 
proteína príon celular aos lipid rafts (TARABOULOS et al., 1995), esta proteína 
também apresenta na região N-terminal, os aminoácidos 23-90, uma outra 
sequência sinal para inserção em rafts que parece ser mais determinante que a 
própria âncora de GPI (WALMSLEY et al., 2003). 
 Foi visto que a associação com os lipid rafts ocorre já no início da síntese de 
PrPC no retículo endoplasmático, sendo que esta associação é necessária para que 
haja o enovelamento correto de PrPC (SARNATTARO et al., 2004). 
 Muitos trabalhos têm demonstrado que estes microdomínios de membrana 
estão envolvidos na conversão de PrPC em PrPSC (TARABOULOS et al., 1995; 
KANEKO et al., 1997; BARON et al., 2003; BATE et al., 2004). Além de estarem 
presentes nos mesmos microdomínios de membrana, a depleção de colesterol leva 
a uma redistribuição de PrPC para fora dos rafts e uma diminuição na formação da 




Formas recombinantes transmembrana de PrPC não estão localizados em lipid rafts 
e não servem como substrato para formação de scrapie (TARABOULOS et al., 
1995). 
 Usando modelos de membranas sintéticas semelhante à rafts, Sanghera e 
Pinheiro (2002) demonstraram que formas recombinantes de PrP possuem afinidade 
e ligam-se à lipídeos de membrana de maneira dependente de pH. Formas 
recombinantes de α-hélices ligam-se aos rafts em pH 7,0 e formas de folha β-
pregueada ligam-se em pH 5,0 e de maneira mais forte que as formas α-hélices. 
Este dado é importante uma vez que, a principal diferença entre a forma normal de 
PrP
C
 e a forma scrapie está na diferença na estrutura secundária, sendo a forma 
scrapie enriquecida de folhas β- pregueada. Formas de folha β-pregueada de PrP 
ligados à rafts induzem um dobramento incorreto de outras moléculas de PrP sem 
promover distúrbio da bicamada lipídica, mas com alto potencial de fibrilização. Além 
disso, o fato de ocorrer uma forte ligação de PrP em pH ácido, no qual proteínas 
apresentam uma maior propensão de estarem incorretamente enoveladas, sugere 
que mudanças iniciais na estrutura de PrP devem ocorrer nos endossomos 
(PINHEIRO, 2006). 
 Tem sido demonstrado que PrPC é constitutivamente endocitado, sendo que 
grande parte retorna à superfície celular e apenas uma pequena fração é degradada 
nos lisossomos (HARRIS, 2003; CAMPANA et al., 2005; WILSON et al., 2007; 
LINDEN et al., 2008). O papel exato da internalização de PrP
C
 é desconhecido, mas 
as vias endocíticas de reciclagem são de grande interesse uma vez que elas podem 
ter um papel importante na conversão de PrPC em sua forma scrapie. Trabalhos 
sugerem que a conversão deve ocorrer inicialmente na membrana ou ao longo da 
via endocítica (CAUGHEY & RAYMOND, 1991 a; CAUGHEY et al., 1991 b; 
BORCHELT et al., 1992; TARABOULOS et al., 1992). 
 Embora PrPC seja uma molécula encontrada em lipid rafts e, estes 
microdomínos não se apresentam recobertos por clatrina, muitos trabalhos têm 
demonstrado que a principal via endocítica de PrPC é mediada por vesículas 
recobertas por clatrina (SHYNG et al., 1995; SUNYACH et al., 2003; TAYLOR et al., 
2005; SARNATTARO et al., 2009). Sunyach e colaboradores (2003) reportaram que 
em neuroblastomas e em cultura de neurônios, PrPC é endocitado rapidamente 
sendo encontrado em endossomos iniciais provenientes de vesículas recobertas por 




celular pode ser inibida tanto pelo tratamento com soluções hipertônicas de 
sacarose que desfazem o arcabouço de clatrina, como por drogas que inibem 
especificamente a endocitose mediada por clatrina (TAYLOR et al., 2005; 
SARNATTARO et al., 2009). A região N-terminal de PrPC, que contém o grupo de 
resíduos básicos, é crucial para a endocitose mediada por clatrina (SUNYACH et al., 
2003; TAYLOR et al., 2005). 
 A endocitose mediada por clatrina de proteínas ancoradas por GPI, como 
PrPC, não é usual, uma vez que estas moléculas não apresentam domínio 
citoplasmático para associar-se diretamente com proteínas adaptadoras e com 
clatrina (LAKHAN et al., 2009). Além disso, microdomínios de membrana rico em 
colesterol e glicoesfingolipídeos não são recobertos por clatrina (SIMONS & 
TOOMRE, 2000). Contudo, Sunyach e colaboradores (2003) evidenciaram que PrPC 
sai destes microdomínios e entra em regiões da membrana que são fossas 
recobertas por clatrina. Posteriormente, Taylor e colaboradores (2005) confirmaram 
que PrPC pode movimentar-se para fora dos rafts e ser endocitado via clatrina. Neste 
mesmo trabalho, os autores demonstram que a ligação de íons de cobre na região 
do octapeptídeo promove a movimentação de PrPC para fora dos rafts (TAYLOR et 
al., 2005). Mesmo com a movimentação de PrPC para regiões de membrana 
contendo fossas recobertas por clatrina, ainda faltava um elemento chave para 
promover sua endocitose mediada por clatrina, que seriam receptores 
transmembrana que pudessem conectá-lo ao espaço intracelular e promover o 
recrutamento da maquinaria necessária para este tipo de endocitose. A proteína de 
67 kDa receptora de laminina (67 kDa/LR) foi descrita como candidata a receptor 
transmembrana de PrPC, sendo responsável por 25-50% da internalização de PrPC 
(GAUCZYNSKI et al., 2001). No entanto, neste trabalho foi utilizado PrPC 
recombinante solúvel, que fica fora do contexto de lipid rafts, e também não foi 
demonstrada qual a via responsável por esta endocitose. Mais tarde, Taylor e 
colaboradores (2007) mostraram que a proteína LRP1 (low-density lipoprotein 
receptor related protein 1), um membro da família de receptores de lipoproteínas de 
baixa densidade altamente expresso em células neuronais, é o receptor de PrPC 
responsável por promover sua endocitose via clatrina. 
 A endocitose mediada por cavéolas, que são regiões estáveis na membrana 
celular associadas aos lipid rafts, também já foi descrita como sendo um possível 




WILSON et al., 2007). Em células CHO, PrPC está co-localizado com caveolina 1, 
uma das principais proteínas envolvidas na formação de cavéolas. Neste modelo, 
cavéolas contendo PrPC endocitado não se intersectam com compartimentos 
provenientes da endocitose via clatrina, e este PrPC chega aos endossomos tardios 
por um via não clássica de endossomos (PETERS et al., 2003). 
 Recentemente, foi demonstrado que a endocitose de PrPC em células 
epiteliais FRT de camundongo pode ocorrer por um mecanismo dependente de 
colesterol e clatrina (SARNATTARO et al., 2009). 
 Embora PrPC e sua forma scrapie sejam objetos de extensos estudos, o papel 
fisiológico de PrPC ainda permanece obscuro. 
 Uma série de evidências dá suporte à hipótese de que PrPC está envolvido no 
metabolismo do cobre. Esta proteína pode-se ligar ao cobre através de múltiplas 
repetições octaméricas em sua porção N-terminal estando relacionado às respostas 
celulares ao estresse oxidativo (BROWN et al., 1997; CUI et al., 2003). Animais 
deficientes em PrPC apresentam uma diminuição de cobre no cérebro e uma menor 
atividade superóxido dismutase em relação aos animais normais (revisado por 
BROWN, 2001). 
 Outras funções para a proteína príon celular têm sido identificadas através da 
sua interação com outras moléculas. Pela associação com a proteína STI1 (Stress 
Inducible Protein-1), PrPC promove a ativação de mecanismos neuroprotetores (via 
cAMP/PKA e Erk) em neurônios de retina que foram induzidos à apoptose por 
inibidores de síntese protéica (ZANATA et al., 2002; CHIARINI et al., 2002). Foi 
demonstrado também que esta interação promove a neuritogênese pela ativação da 
proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK) e neuroproteção pela ativação da 
proteína quinase dependente de AMP cíclico (PKA) em cultura de neurônios 
hipocampais (LOPES et al., 2005). 
 Outros dados indicam que a interação de PrPC e N-CAM promove 
neuritogênese através da ativação de fyn (SANTUCCIONE et al., 2005). 
 O potencial adesivo de PrPC foi demonstrado em células de neuroblastoma 
(N2a) que superexpressam PrPC. Essas células apresentam uma alta taxa de 
agregação quando comparadas com células normais, sendo que esta agregação é 
inibida por anticorpos anti-PrPC e também quando as células são tratadas com uma 
enzima que promove a liberação de moléculas ancoradas à membrana via GPI 




parte mediada pela ligação transcelular de PrPC à alguma molécula receptora ainda 
desconhecida (MANGÉ et al., 2002). Além disso, foi descrito que PrPC é um receptor 
para laminina e esta interação é importante para a adesão neuronal e para a 
extensão e manutenção de neuritos em culturas de células da linhagem PC12 e 
neurônio hipocampais (GRANER et al., 2000). 
 Com relação à interação com proteínas de matriz, além da laminina, PrPC 
também liga-se a vitronectina, mas não liga fibronectina e nem colágeno tipo IV. A 
interação PrPC/vitronectina promove o crescimento axonal em neurônios 
provenientes da raiz do gânglio dorsal. Entretanto, crescimento axonal promovido 
pela vitronectina continua sendo observado neste mesmo tipo celular proveniente de 
animais deficientes para PrPC, resultado que pode ser explicado pelo aumento da 
atividade da integrina αvβ3 nesses neurônios (HAJJ et al., 2007). 
 Muitos outros parceiros moleculares tem sido descrito para PrPC, no entanto, 
para a maioria deles, ainda não foi identificado qual a relevância biológica 
(MEHRPOUR & CODOGNO, 2009). 
 Dados reportados por Schmitt-Ulms e colaboradores (2004) demonstraram 
que muitas proteínas envolvidas na adesão celular e em neuritogênese estão 
presentes nas mesmas regiões especializadas de membrana nas quais PrPC é 
encontrado. Dentre estas moléculas foi identificada a proteína N-CAM, já descrita 
como parceiro molecular de PrPC, e a proteína ADAM23 (SCHMITT-ULMS et al., 
2004). Estes dados sugerem que ADAM23 e PrP
C
 também podem ser parceiros 
moleculares, entretanto, nenhuma interação entre ADAM23 e PrPC havia sido 
demonstrada até o momento. 
 Os dados obtidos anteriormente no laboratório de Neurobiologia (COSTA, 
2007) e durante o desenvolvimento deste trabalho demonstram a interação in vitro 
entre ADAM23 e PrPC (COSTA et al., 2009). A descoberta de parceiros moleculares 






3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
3. 1 CLONAGEM DOS DOMÍNIOS DA PROTEÍNA ADAM23 HUMANA EM VETOR 
DE EXPRESSÃO HETERÓLOGA PGEX-2T 
 
 Um fragmento gênico contendo 594 pares de bases correspondente à 
sequência codificadora para o domínio metaloprotease da proteína ADAM23 
humana (construção 1, aa 299-496), um fragmento gênico contendo 225 pares de 
bases correspondente à sequência codificadora para o domínio desintegrina 
(construção 2, aa 511-585) e um fragmento contendo 861 pares de bases 
correspondente à sequência codificadora para os domínios supracitados juntos 
(construção 3, aa 299-585) foram obtidos por meio de PCR (reação em cadeia da 
polimerase), a partir de cDNA da molécula inteira, proveniente da construção 
pcDNA3.1- ADAM23-HA  (CAL et al., 2000) cedida gentilmente pelo Dr. Santiago Cal 
(Universidad de Oviedo, Espanha). Os oligonucleotídeos iniciadores usados foram: 
forward 5´-CGGGATCCATGAAATATTTGGAACTTATGATTG-3´ e reverse 5´-
CGGAATTCTCATGGCCTGTTGAAAAGGC-3´ para a construção 1; forward 5´-
CGGGATCCGAAGCTGGGGAGGAGTGTG-3´  e reverse 5´-
CGGAATTCTCAATGAAGATTTGGTGGGCAC-3´ para a construção 2 e, para a 
construção 3 a combinação do forward da construção 1 com o reverse da 
construção 2. Os fragmentos amplificados foram clivados com as endonucleases de 
restrição BamHI e EcoRI e clonados no vetor para expressão heteróloga em E. coli 
pGEX-2T (GE Healthcare). 
 O vetor pGEX-2T possui a sequência codificadora para a proteína glutationa 
S-transferase (GST) de Schistosoma japonicum 5’ montante ao sítio de 
policlonagem, o que permite a produção da proteína de interesse fusionada na sua 
região N-terminal à GST. Proteínas fusionadas à GST podem ser facilmente 
purificadas pelo sistema de afinidade à matriz cromatográfica contendo glutationa 
(glutathiona sepharose 4B, GE Healthcare). A expressão protéica neste vetor está 
sob controle do promotor tac, o qual é induzível por isopropil β-D-
thiogalactopyranoside (IPTG, composto análogo à lactose). Além disso, este vetor 
carrega o gene lacI
q
, cujo produto é uma proteína repressora que liga a região do 




indução com IPTG. Desta forma, este sistema não requer estirpes de E. coli 
específicas para a expressão. 
 O vetor pGEX-2T possui o gene para β-lactamase, o que confere resistência 
ao antibiótico ampicilina, podendo então ser selecionado em meios contendo 
ampicilina. 
 Uma figura representativa mostrando os domínios da proteína presentes em 
cada construção encontra-se em anexo (anexo 1) assim como uma tabela contendo 
informações adicionais de cada construção (anexo 2). 
 
3. 1. 1. Reação de PCR para obtenção das sequências codificadoras (insertos) dos 
domínios de interesse a serem clonados em vetor pGEX-2T 
 
 Para cada reação de PCR foram misturados 1 nanograma de cDNA molde 
(pcDNA3.1- ADAM23-HA); 0,5 μM de cada oligonucleotídeo iniciador (forward e 
reverse adequado para cada construção); 0,4 mM mix dNTP (Fermentas), 2,5μl do 
tampão de reação 10x concentrado (200 mM Tris-HCl, pH 8,8; 100 mM (NH4)2SO4; 
100 mM KCl; 1% Triton X-100; 1 mg/ml BSA; 20 mM MgSO4 ) (Fermentas) e 1 
unidade da enzima Pfu DNA Polimerase (Fermentas). O volume final da reação (25 
μl) foi completado com água ultrapura autoclavada. O DNA molde foi desnaturado a 
94 °C por 3 min e posteriormente submetido a 35 ciclos consecutivos de 
desnaturação (95 ºC por 45 seg), hibridização dos oligonucleotídeos ao DNA (55°C 
por 45 seg), e extensão da cadeia de DNA (72°C por 3 min). Após os 35 ciclos, um 
último ciclo de extensão de 10 min a 72°C foi realizado. O material amplificado foi 
submetido à eletroforese em gel de agarose 1,0 % sob voltagem constante de 70 V 
por 30 minutos. 
 O gel de agarose foi preparado dissolvendo a agrose em tampão TAE (40 mM 
Tris-acetato pH 8,0 e 1 mM EDTA) ao qual foi adicionado 2,5 μl Brometo de etídio 
(10 mg/ml) (AMRESCO). 
 Após a separação eletroforética das amostras, o gel foi visualizado com 
auxílio de luz ultravioleta e as bandas correspondentes aos insertos foram cortados 
do gel com auxílio de uma lâmina para bisturi. 
 As bandas cortadas foram submetidas ao processo de gel extração usando kit 





3. 1. 2 Digestão dos insertos e do vetor pGEX-2T por endonucleases de restrição 
 
 Os produtos purificados da PCR e o vetor pGEX 2T (8 μg) foram digeridos em 
tampão R (10 mM Tris-HCl, pH 8,5; 10 mM MgCl2; 100 mM KCl; 0,1 mg/ml BSA) 
(Fermentas) com 10 e 15 unidades, respectivamente, da endonuclease de restrição 
BamHI (Fermentas) em um volume de reação de 50 μl (completado com água 
ultrapura autoclavada) por 16 horas a 37°C. A digestão foi parada pela inativação da 
enzima de restrição por aquecimento a 65°C por 20 minutos. Estes produtos foram 
submetidos a uma nova digestão com 10 e 15 unidades, para os produtos de PCR e 
para o vetor respectivamente, da endonuclease de restrição EcoRI (BioLabs) por 16 
horas a 37°C. A digestão foi novamente parada pela inativação da enzima de 
restrição por aquecimento a 65°C por 20 minutos. 
 Os fragmentos e o vetor digerido foram submetidos ao processo de 
purificação por gel extração como descrito acima no item 3.1.1. 
 
3. 1. 3 Reação de ligação insertos/vetor pGEX-2T 
 
 As sequências codificadoras amplificadas e o vetor purificado após a digestão 
foram quantificados por espectrofotometria UV a 260 nm em NanoDrop 1000 
(Thermo Scientific) como requisito necessário para preparar a reação de ligação. 
 Os insertos foram ligados ao vetor pGEX-2T, na relação molar de 5:1 
(inserto:plasmídeo) em volume de reação de 10 μl, contendo tampão de ligação (50 
mM Tris-HCl, pH7,5; 10 mM MgCl2; 10 mM DTT; 1mM ATP; 25 μg/ml BSA) e 1 
unidade da enzima T4 DNA ligase (BioLabs). A reação foi incubada por 16 h a 16°C. 
A reação de ligação foi parada pela inativação da enzima por aquecimento a 65°C 
por 10 min. 
 Os produtos da reação de ligação foram usados para transformar bactérias 
eletrocompetentes da estirpe DH5α de E. coli (Invitrogen). 
 
3. 1. 4 Preparação de estirpes de E. coli eletrocompetentes 
 
 As estirpes de E. coli foram preparadas segundo o protocolo descrito por 
Sambrook et al. (2001). Uma colônia da cepa de interesse crescida em LB/ágar (10 




antibiótico no caso da estipe DH5α) foi inoculada em 5 ml de LB (10 g/l NaCl, 5 g/l  de 
extrato de levedura e 10 g/l de peptona) e cultivada por 16 horas a 37ºC sob agitação 
constante de 200 rpm (pré-cultura). 
 Uma alíquota de 1 ml da pré-cultura foi utilizada para inocular 100 ml de LB. A 
cultura foi incubada a 37ºC sob agitação até a absorbância 0,4 – 0,5 a 600 nm. Após 
esse tempo a cultura foi resfriada no gelo por 10 minutos, e as células coletadas por 
centrifugação a 4000 xg por 15 minutos a 4ºC. Então o sobrenadante foi descartado 
e as células foram ressuspendidas em 200 ml de água ultrapura, estéril e gelada. 
Em seguida as células foram coletadas por centrifugação nas mesmas condições 
anteriores. As células foram ressuspendidas em 100 ml de solução de glicerol 10% 
(v:v) estéril e gelada. A suspensão celular foi novamente centrifugada a 4000 xg por 
15 minutos a 4ºC e o sobrenadante foi descartado. O sedimento bacteriano foi 
ressuspendido em 240 µl de glicerol 10% estéril e gelado. Alíquotas de 40 µl desta 
suspensão bacteriana foram feitas e armazenadas a -80ºC. 
 
3. 1. 5 Transformação de estirpes de E. coli eletrocompetentes com os produtos de 
ligação 
 
 Alíquotas de bactérias eletrocompetentes (eficiência de transformação de 
1x109 ufc/μg DNA) da estirpe DH5α de E. coli foram retiradas do freezer -80°C e 
mantidas em gelo. Em cada alíquota de bactéria eletrocompetente foi adicionado 1 
µl de cada produto de ligação descrito no item 3.1.3, ficando as células incubando no 
gelo durante 1 minuto. Após a incubação, as misturas foram transferidas para 
cubetas de eletroporação (0,1 cm gap, Bio Rad) e submetidas a uma descarga 
nominal de 1,8 kV com capacitância de 25 μF e impedância de 200 Ω (Bio Rad Gene 
Pulser Xcell). Imediatamente após a eletroporação foi adicionado 1 ml de meio LB 
sem antibiótico em cada cubeta. As suspensões bacterianas foram então 
transferidas para tubos estéreis de polipropileno de 15 ml e incubados a 37ºC sob 
agitação de 90 rpm por 1 h. Alíquotas de 100 e 900 μl de cada suspensão celular 





3. 1. 6 PCR de colônia para verificação de clones positivos 
 
 As colônias que cresceram em meio sólido contendo antibiótico foram 
inoculadas em 50 μl de meio LB contendo o antibiótico ampicilina. Esta cultura serviu 
como fonte de DNA molde para a reação de PCR de colônia. 
 Para cada reação de PCR foram misturados 1 ul da cultura líquida, 0,5 μM de 
cada oligonucleotídeo iniciador (forward e reverse adequado para cada construção), 
0,2 mM mix dNTP, 0,5 unidade da enzima Taq DNA Polimerase (Fermentas) e 1 μl 
do tampão de reação 10x concentrado para esta enzima (100 mM Tris-HCl pH 8,8; 
500 mM KCl; 0,8% Noidet p40; 200 mM (NH4)2SO4). O volume final da reação (10 μl) 
foi completado com água ultrapura autoclavada. O material amplificado foi 
submetido à eletroforese em gel de agarose 1,0%. 
 Após a separação eletroforética, o gel foi visualizado com auxílio de luz 
ultravioleta e fotodocumentado em fotodocumentador (ChemiDoc System- Bio Rad). 
 
3. 1. 7 Purificação de plasmídeo em pequena escala (miniprep) 
 
 Os clones recombinantes (positivos na reação de PCR de colônia, item 3.1.6) 
foram cultivados em 5 ml de meio LB contendo o antibiótico apropriado durante 16 h 
sob agitação constante a 37°C. Esta cultura foi então centrifugada a 12000 xg por 1 
minuto a temperatura ambiente e os plasmídeos recombinantes foram purificados 
com o sistema de mini preparação de plasmídeo QIAprep Spin Miniprep kit 
(QIAGEN) de acordo com as recomendações do fabricante. 
 
3. 1. 8 Digestão dos clones recombinantes para confirmação da presença dos 
insertos de interesse 
 
 Após a purificação dos plasmídeos provenientes dos clones positivos (item 
3.1.7), foi realizada uma digestão nas mesmas condições descritas no item 3.1.2 
usando as endonucleases de restrição usadas na clonagem para verificação da 
liberação dos insertos. Para esta análise foi utilizado aproximadante 0,1 µg de DNA 





3. 2 CLONAGEM DO FRAGMENTO GÊNICO CODFICANTE PARA OS DOMÍNIOS 
DESINTEGRINA E REGIÃO RICA EM CISTEÍNA NO VETOR DE EXPRESSÃO 
HETERÓLOGA PET-28A 
 
 Um fragmento gênico contendo 648 pares de bases correspondente a 
sequência codificadora para os domínio desintegrina e cisteína da proteína ADAM23 
humana (construção 4, aa 511-726) foi obtido por meio de PCR a partir de cDNA da 
molécula inteira, proveniente da construção pcDNA3.1- ADAM23-HA (CAL et al., 
2000). Os oligonucleotídeos iniciadores usados foram: forward 5´- 
CGGGATCCGAAGCTGGGGAGGAGTGTG -3´  e reverse 5´-
CCCAAGCTTTCATAGGCACTTCCGATCTAA -3´. O fragmento amplificado foi 
clivado com as endonucleases de restrição BamHI e HindIII e clonado no vetor para 
expressão heteróloga em E. coli pET-28a (Novagen) (ver anexos 1 e 2). 
 O vetor pET-28a carrega a sequência codificadora para etiqueta de 6 
histidinas na região 5’ montante ao sítio de policlonagem, o que confere uma 
etiqueta de 6 histidinas na região N-terminal da proteína recombinante. A etiqueta de 
histidina permite a purificação da proteína recombinante por cromatografia de 
afinidade a metal imobilizado. 
 Genes clonados no sistema pET estão sob forte controle do promotor do 
bacteriófago T7. Desta maneira, a expressão da proteína recombinante somente é 
induzida pelo fornecimento de uma fonte de T7 RNA polimerase na célula 
hospedeira. Então, para que seja possível a expressão da proteína recombinante é 
necessário o uso de uma estirpe lisogênica do bacteriófago lambda DE3, que possui 
o gene 1 do bacteriófago T7, cujo produto é a T7 RNA polimerase, sob controle do 
promotor lacUV5. Este promotor é um mutante do promotor lac, sendo induzido por 
IPTG. 
 O vetor pET-28a gene de resistência à canamicina, o que permite a sua 






3. 2. 1 Reação de PCR para obtenção da sequência codificadora para os domínios 
desintegrina e cisteína 
 
 A reação de PCR para obtenção das sequência codificadora para os domínios 
desintegrina e cisteína foi realizada nas mesmas condições descritas no item 3.1.1. 
 
3. 2. 2 Digestão do inserto e do vetor pET-28a por endonucleases de restrição 
 
 Os produtos purificados da PCR e o vetor pET-28a (4 μg) foram digeridos em 
tampão R com 10 unidades da endonuclease de restrição BamHI (Fermentas) em 
um volume de reação de 50 μl (completado com água ultrapura autoclavada) por 16 
horas a 37°C. A digestão foi parada pela inativação da enzima de restrição por 
aquecimento a 65°C por 20 minutos. Então este produto foi submetido a uma nova 
digestão com 10 unidades da endonuclease de restrição HindIII (Fermentas) por 16 
horas a 37°C. A digestão foi novamente parada pela inativação da enzima de 
restrição por aquecimento a 65°C por 20 minutos. 
 Os fragmentos e o vetor digerido foram submetidos ao processo de 
purificação por gel extração como descrito acima no item 3.1.1. 
 
3. 2. 3 Reação de ligação inserto/vetor pET-28a 
 
 A reação de ligação foi realizada como descrita no item 3.1.3. 
 O produto da reação de ligação foi usado para transformar uma alíquota de 
bactérias eletrocompetentes da estirpe DH5α de E. coli (Invitrogen). Após a 
recuperação das células, alíquotas de 100 e 900 μl da suspensão celular foram 
plaqueadas em meio LB/ágar contendo canamicina (30 μg/ml, Gibco). 
 Colônias que cresceram em meio sólido foram submetidas à PCR de colônia 
(descrito no item 3.1.6) e os clones positivos foram crescidos em meio líquido para 
posterior purificação de plasmídeo em pequena escala (item 3.1.7). 
 Após a purificação dos plasmídeos provenientes dos clones positivos, foi 
realizada uma digestão nas mesmas condições descritas no item 3.2.2 para 




 Os clones positivos que liberaram o inserto com tamanho esperado foram 
sequenciados no Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Câncer de São Paulo, no 
laboratório de Biologia Molecular e Genômica. 
 
3. 3 EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DO DOMÍNIOS DE ADAM23 CLONADOS EM 
VETOR DE EXPRESSÃO PGEX-2T 
 
3. 3. 1 Análise da expressão das proteínas de interesse em pequena escala 
 
 A produção de proteínas recombinantes em sistema heterólogo de E. coli foi 
realizada como descrito por Sambrook et al. (2001), a partir da introdução do 
plasmídeo contendo a sequência codificadora para o domínio de interesse na estirpe 
de E. coli DH5α (Invitrogen). 
 Bactérias eletrocompetentes da estirpe DH5α foram transformadas com 
aproximadamente 25 ηg do plasmídeo de interesse por eletroporação. Após a 
eletroporação, as células foram incubadas durante 1 hora em 1 ml de meio 2XYT (16 
g/l de peptona de caseína; 10 g/l de extrato de levedura; 5 g/l de NaCl) a 37ºC. Após 
este tempo, a cultura foi plaqueada em meio sólido (2XYT/ágar) contendo ampicilina 
na concentração de 100 µg/ml. 
 Colônias que cresceram em meio sólido (escolhidas aleatoriamente desde 
que estivessem isoladas) foram inoculadas em 2 ml de meio 2XYT contendo o 
antibiótico apropriado e cultivadas durante 16 horas a 37 C e em agitação constante 
de 220 rpm. Esta cultura saturada foi diluída 1:100 em 10 ml de meio 
2XYT/antibiótico para posterior crescimento a 30º C sob agitação constante. Ao 
atingir a absorbância de 0,6 a 600 nm, cada cultura foi divida em 2 partes, sendo 
que em uma das duas subculturas foi adicionado IPTG (isopropil-β-D-
tiogalactosideo) na concentração final de 0,1 mM para a indução da expressão da 
proteína recombinante e a outra subcultura não recebeu o indutor de expressão. 
Então, as subculturas foram incubadas a 30C sob agitação constante por mais 
quatro horas. Uma alíquota de 2 ml de cada subcultura, a induzida e seu controle 
não induzido, foi coletada e centrifugada a 4000 xg por 10 minutos. O precipitado foi 
ressuspenso em 100 µl tampão de amostra redutor duas vezes concentrado (62 mM 




mercaptoetanol) e 20 µl de cada amostra foi submetida a SDS-PAGE  (SAMBROOK 
et al., 2001) e o gel corado com azul de Coomassie para verificação das colônias de 
alta expressão. 
 
3. 2. 2 Expressão em larga escala e purificação das proteínas recombinantes 
através da matriz cromatográfica glutathiona sepharose 4B (GE Healthcare) 
 
 Clones com alta taxa de expressão das proteínas recombinantes GST- 
ADAM23 foram utilizados para a expressão em larga escala. 
 Um pré-inóculo em 50 ml de meio 2XYT/ampicilina foi feito para cada clone de 
cada construção, e estes ficaram crescendo por 16 horas a 37°C sob agitação. Após 
o tempo de crescimento, obedecendo a uma diluição de 1:100, 4 ml de pré inóculo 
foram adicionados a 400 ml de meio 2XYT com antibiótico e deixadas sob agitação 
constante a 30ºC. Quando as culturas atingiram a absorbância de 0,6 a 600 nm, 
foram induzidas à expressão utilizando 0,1 mM de IPTG e a cultura foi incubada por 
mais quatro horas. 
 Após a indução, as culturas foram centrifugadas a 4000 xg por 10 minutos a 
4C. Os sobrenadantes foram então descartados completamente e as culturas 
sedimentadas foram ressuspendidas em 20 ml de tampão de PBS (140 mM NaCl; 
2,7 mM KCl; 10 mM Na2HPO4; 1,8 mM KH2PO4) acrescido de 1 mg/ml de lisozima 
(Sigma-Aldrich) e 2 mM PMSF (fluoreto phenylmethanesulfonyl) – inibidor de cisteíno 
e serinoproteases (Sigma-Aldrich). O lisado foi incubado em banho de gelo por 15 
minutos (para melhor atividade da lisozima) e, posteriormente, submetido à lise 
mecânica em prensa de French (1000 psi). Logo após foi adicionado aos lisados o 
detergente Triton-X100 (Sigma-Aldrich) na concentração final de 1%, e estes 
permaneceram incubando sob agitação a 4ºC por 30 minutos. Foi feita então uma 
etapa de clareamento dos lisados bacterianos através de centrifugação por 30 
minutos a 9000 xg. Os sobrenadantes deste clareamento (fração solúvel do lisado) 
foram filtrados em membrana de 0,45 µm. As frações insolúveis (denominados 
corpos de inclusão) também foram coletadas para análise. 
 Um volume de 300 l da matriz cromatográfica glutathiona sepharose 4B, 
previamente equilibrada com PBS, foi utilizado para a purificação das proteínas 
fusionadas à GST. A matriz foi incubada com lisados bacterianos a 4°C por 1 hora 




recuperação da matriz e esta lavada três vezes com PBS. As proteínas ligadas na 
resina foram eluídas com tampão de eluição de glutationa reduzida (10 mM de 
glutationa reduzida em 50 mM de Tris-HCl pH 8,0) em cinco frações de 500 l. As 
frações que continham proteínas eluídas foram combinadas e dialisadas contra um 
total de 6 litros de PBS, 1 mM PMSF (3 trocas de 2 litros de tampão cada) a 4°C 
para a retirada da glutationa livre. 
 
3. 3. 3 Separação das proteínas fusionadas à GST por SDS-PAGE 
 
 As proteínas fusionadas à GST correspondentes aos diferentes domínios de 
ADAM23 provenientes da eluição (eluatos), juntamente com alíquotas da resina 
após eluição (resina), da fração do lisado (lisado), da lavagem da resina (lavagem), 
da fração insolúvel (insolúvel) e das colônias bacterianas não induzidas (NI) e 
induzidas (I) foram resolvidas por SDS-PAGE. 
 
3. 3. 4 Análise da purificação das proteínas fusionadas à GST por Western blotting 
usando o anticorpo anti-GST 
 
 As amostras separadas por SDS – PAGE foram eletrotransferidas para 
membrana de nitrocellulose Hybond-C Extra Amersham Biosciences (GE 
Healthcare) durante 16 horas sob voltagem de 25 V em tampão de transferêcia 
gelado (192 mM glicina, 25 mM Tris, 20% metanol). As membranas foram 
bloqueadas durante duas horas com TBST (150 mM NaCl; 50 mM de Tris-HCl pH 
7,4 e 0,05% de Tween 20) contendo 5% de leite desnatado (Molico, Nestlé). A 
membrana foi incubada com o anticorpo primário anti-GST (produzido no laboratório 
de Neurobiologia) na concentração de 1:2000 diluído em tampão de bloqueio, por 16 
horas à 4ºC sob agitação. Após a incubação, a membrana foi lavada cinco vezes de 
três minutos com TBST e em seguida, adicionou-se o anticorpo secundário, anti-
imunoglobulina de coelho, conjugado a HRP (horseradish peroxidase) (Sigma-
Aldrich) na diluição de 1:4000. A membrana permaneceu incubando com este 
anticorpo durante uma hora à temperatura ambiente. Um novo ciclo de lavagem foi 
realizado. Então, a membrana foi incubada com o substrato adequado para a reação 




radiograma Amersham HyperfilmTM ECL (GE Healthcare) foram exposto à 
membrana em diversos tempos até a visualização das bandas de interesse. 
 
3. 3. 5 Protocolos para solubilização de corpos de inclusão 
 
 Visto que as proteínas recombinantes GST-metaloprotease e GST-
metaloprotease+desintegrina permaneceram na fração insolúvel do lisado 
bacteriano, ou seja, formaram corpos de inclusão, modificações no protocolo inicial 
foram realizadas na tentativa de solubilizar estas proteínas. 
 
3. 3. 5. 1 Diminuição nos níveis de expressão 
 
 O protocolo para a expressão em larga escala é o mesmo já descrito 
anteriormente. As modificações realizadas foram: a diminuição na temperatura de 
crescimento das bactérias de 30ºC para 20ºC e a diminuição do agente indutor 
IPTG, cuja concentração inicial era de 0,1 mM e foi modificada para 0,05 mM. 
 
3. 3. 5. 2 Utilização de agente caotrópico durante a lise 
 
 Na tentativa de solubilizar os corpos de inclusão utilizou-se o tampão 3 M de 
uréia (Invitrogen) (3 M uréia; 10 mM Tris-HCl ph 8,0; 150 mM NaCl). Nesta 
concentração, a uréia promove uma desnaturação parcial da proteína de interesse 
bem como da proteína de fusão GST permitindo que esta última se ligue à matriz 
cromatográfica. 
 Outra tentativa foi utilizar 0,5% do detergente aniônico N-lauril-sarcosil 





3. 4 EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DA PROTEÍNA 6HIS-
DESINTEGRINA+CISTEÍNA (6HIS-DES+CIS) CLONADA EM VETOR DE 
EXPRESSÃO PET-28A 
 
3. 4. 1 Análise da expressão das proteínas de interesse em pequena escala 
 
 Bactérias eletrocompetentes da estirpe BL21 Star (DE3) (Invitrogen) foram 
transformadas com aproximadamente 25 ηg do plasmídeo de interesse por 
eletroporação. Após a eletroporação, as células foram recuperadas e plaqueadas 
em meio sólido (LB/ágar) contendo antibiótico apropriado (canamicina, 30 μg/ml).
 Colônias que cresceram em meio sólido foram escolhidas aleatoriamente e 
seguiu-se a expressão em pequena escala para análise dos clones com melhor taxa 
de expressão como descrito no item 3.3.1. As culturas foram induzidas com 1mM de 
IPTG. 
 
3. 4. 2 Expressão em larga escala e purificação da proteína recombinante 6His-
desintegrina+cisteína (6His-des+cis) por cromatografia de afinidade a metal 
imobilizado (IMAC) 
 
 Um clone com alta taxa de expressão da proteína recombinante foi utilizada 
para a expressão em larga escala. Foi feito um pré-inóculo em 50 ml de meio 
LB/canamicina que cresceu por 16 horas a 37°C sob agitação constante de 220 rpm. 
Após o tempo de crescimento, obedecendo a uma diluição de 1:100, 10 ml de pré- 
inóculo foram adicionados a 1000 ml de meio LB com antibiótico e deixadas sob 
agitação constante a 30ºC. Quando as culturas atingiram a absorbância de 0,6 a 600 
nm, foram induzidas à expressão utilizando 1 mM de IPTG. Após 4 horas de indução 
as células foram coletadas por centrifugação a 4.000 xg por 10 minutos a 4C. Os 
sobrenadantes foram então descartados completamente e as culturas sedimentadas 
foram ressuspendidas em 20 ml de tampão nativo (50 mM NaH2PO4, pH 8,0; 500 
mM NaCl; 10 mM Imidazol) e congeladas a -80° por 16 horas. 
 A suspensão (células e tampão nativo) foi descongelada e submetida à lise 
mecânica em prensa de French. Após a lise mecânica, o lisado foi centrifugado por 
15 min a 9000 xg a 4°C. O sobrenadante foi então passado para um tubo cônico de 




(previamente equilibrada com o tampão de lise nativa) e a fração insolúvel desta 
centrifugação foi mantida a -80º C para posteriormente ser utilizada para lise 
desnaturante. 
 O lisado foi incubado com a resina por 1 hora a 4°C sob agitação constante. 
Após a incubação, a resina (com as proteínas ligadas) foi separada do restante do 
lisado por centrifugação em baixa velocidade (800 xg) por 2 minutos. A resina foi 
lavada 5 vezes com um volume de 15 ml de tampão de lise nativa contendo 40 mM 
de Imidazol. Após as lavagens, a resina foi ressuspendida em 5 ml de tampão de 
lise nativa e colocada aos poucos em uma coluna de poliestireno de 2 ml (Pierce) 
para que a coluna de resina se formasse. Então foi adicionado lentamente tampão 
de eluição (tampão nativo contendo 250 mM de Imidazol) e alíquotas de 1 ml foram 
coletadas da coluna, totalizando 15 alíquotas. 
 A fração insolúvel proveniente da lise nativa foi utilizada para purificar a 
proteína recombinante que formou corpos de inclusão a partir do protocolo de 
purificação híbrida (Invitrogen). 
 A purificação híbrida consistiu na utilização de um agente caotrópico para 
solubilizar os corpos de inclusão seguida de lavagens usando tampões que 
promovem o redobramento da proteína inicialmente desnaturada seguida da eluição 
da proteína em tampão nativo. Primeiramente, a fração insolúvel proveniente da 
centrifugação da lise nativa foi solubilizada com 15 ml de tampão contendo 6 M de 
hidrocloreto de guanidina (6 M Hidrocloreto de Guanidina; 20 mM NaH2PO4, pH 7,8; 
500 mM NaCl) e com auxílio de agulha 21 Gauge. A suspensão foi deixada sob 
agitação constante por 10 minutos e então centrifugada por 15 minutos a 3000 xg. O 
sobrenadante desta centrifugação foi colocado em tubo de 50 ml e incubado com 1 
ml de resina de Ni-NTA-Agarose (previamente equilibrada com o tampão 6 M de 
hidrocloreto de guanidina) por 20 minutos a temperatura ambiente. Após esta 
incubação, a suspensão foi centrifugada por 1 minuto a 800 xg para retirada do 
lisado que não ligou na resina. Em seguida a resina foi incubada por 2 minutos com 
8 ml de tampão desnaturante (8 M Uréia; 20 mM NaH2PO4, pH 7,2; 500 mM NaCl) 
seguida da centrifugação de 1 minuto a 800 xg para retirada deste tampão. Este 
procedimento foi repetido por mais uma vez. Então, a resina foi incubada 2 vezes de 
2 minutos com 8 ml de tampão desnaturante de lavagem (8 M Uréia; 20 mM 
NaH2PO4, pH 6,0; 500 mM NaCl). Finalmente, a resina foi incubada 5 vezes de 2 




foi ressuspendida em 5 ml de tampão nativo e colocada aos poucos em uma coluna 
de poliestireno de 2 ml para que a coluna de resina se formasse. Então foi 
adicionado lentamente tampão de eluição (tampão nativo contendo 250 mM de 
Imidazol) e alíquotas de 1 ml foram coletadas da coluna, totalizando 15 alíquotas. 
 
3. 4. 3 Análise da purificação da proteína recombinante 6His-des+cis 
 
 Amostras da proteína purificada por IMAC foram submetidas à SDS-PAGE 
12% de acrilamida. Após a separação eletroforética, as proteínas do gel foram 
transferidas para membrana de nitrocelulose e submetidas à reação de Western 
blotting como descrito no item 3. 3. 4 com anticorpo anti-5His (QIAGEN). 
 
3. 5 CLONAGEM DO ECTODOMÍNIO DA PROTEÍNA ADAM23 HUMANA EM 
VETOR DE EXPRESSÃO PSEC TAG2/HYGRO 
 
 Um fragmento gênico contendo 1881 pares de bases correspondente à 
sequência codificadora para o ectodomínio (sem a sequência sinal) da proteína 
ADAM23 humana (construção 5, aa 166-792) foi obtido por meio de PCR a partir de 
cDNA da molécula inteira, proveniente da construção pcDNA3.1- ADAM23-HA (CAL 
et al., 2000). Os oligonucleotídeos iniciadores usados foram: forward 5´-
CCCAAGCTTGCTCATACTGAACAATGGTTTG-3´  e reverse 5´-
CCCAAGCTTCCATTGGTGGCACTAGGACCC-3´. Outro fragmento gênico contendo 
1530 pares de bases correspondente a sequência codificadora para o ectodomínio 
sem o pró-domínio de ADAM23 (ectodomínio maduro, construção 6, aa 283-792) 
também foi obtido por meio de PCR usando o mesmo molde e os oligonucleotídeos 
iniciadores usados foram: forward 5´-
CCCAAGCTTGAGAAGGAAGAGAGCAGTGAATC-3´ e o mesmo reverse descrito 
acima. Os fragmentos amplificados foram clivados com a endonuclease de restrição 
HindIII clonados no vetor para expressão em células de mamíferos 
pSecTag2/HygroA (Invitrogen) (ver anexos 1 e 2). 
 O vetor pSecTag2/HygroA foi projetado para proporcionar altos níveis de 
expressão, a partir do promotor e reforçador do citomegalovírus humano e, secreção 
de proteínas em células de mamíferos. A proteína expressa a partir deste vetor está 




que promove a secreção da proteína recombinante. Na região C-terminal, a proteína 
expressa está fusionada ao peptídeo que contém o epítopo c-myc e a seis resíduos 
de histidina sequenciais, permitindo sua detecção e purificação. 
 O vetor possui o gene de resistência a higromicina B, que permite sua 
seleção em células de mamíferos e, o gene que codifica β-lactamase, para sua 
seleção em bactérias por ampicilina. 
 
3. 5. 1. Reação de PCR para obtenção das sequências codificadoras (insertos) dos 
domínios de interesse a serem clonados em vetor pSecTag2/Hygro A 
 
 Para a amplificação da sequência codificadora para o ectodomínio sem o pró-
domínio foram misturados 1 nanograma de cDNA molde (pcDNA3.1- ADAM23-HA); 
0,5 μM de cada oligonucleotídeo iniciador (forward e reverse adequado para cada 
construção); 0,48 mM  mix dNTP (Fermentas), 2,5 μl do tampão de reação 10x 
concentrado (200 mM Tris-HCl, pH 8,8; 100 mM (NH4)2SO4; 100 mM KCl; 1% Triton 
X-100; 1mg/ml BSA; 20 mM MgSO4) (Fermentas), 2 unidades da enzima Pfu DNA 
Polimerase (Fermentas) e 1,25 μl de DMSO (Sigma). O volume final da reação (25 
μl) foi completado com água ultrapura autoclavada. O DNA molde foi desnaturado a 
95 °C por 3 min e posteriormente submetido a 35 ciclos consecutivos de 
desnaturação (95 ºC por 45 seg), hibridização dos oligonucleotídeos ao DNA (52°C 
por 45 seg), e extensão da cadeia de DNA (72°C por 5 min). Após os 35 ciclos, um 
último ciclo de extensão de 10 min a 72°C foi realizado.  
 Para a amplificação da sequência codificadora para o ectodomínio, a reação 
de PCR foi realizada como descrito acima, entretanto não foi adicionado DMSO na 
reação. 
 O material amplificado foi submetido à eletroforese em gel de agarose e 
submetido ao processo de gel extração como descrito no item 3.1.1. 
 
3. 5. 2 Digestão dos insertos e do vetor pSecTag2/HygroA por endonuclease de 
restrição 
 
 Os produtos purificados da PCR e o vetor pSecTag2/Hygro (4 μg) foram 
digeridos em tampão R (10 mM Tris-HCl, pH 8,5; 10 mM MgCl2; 100 mM KCl; 0,1 




(Fermentas) em um volume de reação de 50 μl (completado com água ultrapura 
autoclavada) por 16 horas a 37°C. A digestão foi parada pela inativação da enzima 
de restrição por aquecimento a 65°C por 20 minutos. Os fragmentos e o vetor 
digeridos foram submetidos ao processo de purificação por gel extração como 
descrito acima no item 3.1.1. 
 
3. 5. 3 Reação de ligação insertos/vetor pSecTag2/HygroA 
 
 As sequências codificadoras amplificadas e o vetor purificado após a digestão 
foram quantificados por espectrofotometria UV a 260 nm em NanoDrop 1000 como 
requisito necessário para preparar a reação de ligação. 
 Os insertos foram ligados ao vetor pSecTag2-HygroA, na relação molar de 5:1 
(inserto:plasmídeo) em volume de reação de 10 μl, contendo tampão de ligação (50 
mM Tris-HCl, pH7,5; 10 mM MgCl2; 10 mM DTT; 1mM ATP; 25 μg/ml BSA) e 1 
unidade da enzima T4 DNA ligase (BioLabs). A reação foi incubada por 16 h a 16°C. 
A reação de ligação foi parada pela inativação da enzima por aquecimento a 65°C 
por 10 min. 
 Os produtos da reação de ligação foram usados para transformar bactérias 
eletrocompetentes da estirpe DH5α de E. coli (Invitrogen). 
 
3. 5. 6 PCR de colônia para verificação de clones positivos 
 
 As colônias que cresceram em meio sólido foram inoculadas em 50 μl de 
meio LB contendo o antibiótico ampicilina. Esta cultura serviu como fonte de DNA 
molde para a reação de PCR de colônia. 
 Para cada reação de PCR foram misturados 1 ul da cultura líquida, 0,5 μM de 
cada oligonucleotídeo iniciador (forward desenhado para região interna da 
sequência codificadora 5´-GACCGGTGGATTCAGTGCAG-3´ e reverse para o sítio 
BGH do vetor), 0,2 mM mix dNTP, 1μl do tampão de reação 10x concentrado e 0,5 
unidade da enzima Taq DNA Polimerase. O volume final da reação (10 μl) foi 
completado com água ultrapura autoclavada. A análise foi feita em gel de agarose. 
 Os clones positivos foram crescidos em meio líquido contendo ampicilina para 




 Após a purificação dos plasmídeos provenientes dos clones positivos, foi 
realizada uma digestão nas mesmas condições descritas no item 3.5.2 para 
verificação da liberação do inserto. 
 Os clones positivos que liberaram o inserto com tamanho esperado foram 
seqüenciados no Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Câncer de São Paulo, no 
laboratório de Biologia Molecular e Genômica. 
 Os clones que apresentaram sequênciamento adequado foram submetidos à 
preparação de plasmídeo em larga escala usando o kit QIAGEN Plasmid Maxi Prep 
(QIAGEN) de acordo com as recomendações do fabricante. 
 
3. 6 EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DO ECTODOMÍNIO DA PROTEÍNA ADAM23 
CLONADA EM VETOR DE EXPRESSÃO PSEC TAG2/HYGRO A 
 
 A expressão do ectodomínio de ADAM23 humana foi realizada usando 
células da linhagem HEK 293T (provenientes de rim embrionário humano) 
transfectadas com os plasmídeos de interesse pelo método de co-precipitação por 
fosfato de cálcio. 
 Após a transfecção, as células foram carenciadas de soro fetal bovino (SFB) e 
deixadas expressar a proteína de interesse durante diferentes tempos (24h, 48h e 
72h). Após o tempo de expressão, o meio foi coletado e as células foram lisadas em 
tampão de lise gelado (50 mM Tris-HCL pH 7,4; 1% de NP40; 0,2% Deoxicolato de 
sódio) acrescido dos inibidores de proteases PMSF e NEM (N-ethylmaleimide) 
(ambos na concentração final de 1mM), CaCl2 e MgCl2 (na concentração final de 1 
mM) por 30 minutos em banho de gelo e, então centrifugadas a 19000 xg durante 15 
minutos a 4º C para a coleta do extrato celular. 
 Foi adiconado 1/10 volume de tampão de equilíbrio 10x (1,5 M NaCl; 500 mM 
Na2HPO4 pH 8,0) ao meio coletado. O meio foi incubado com 100 µl de resina Ni-
NTA-Agarose (previamente equilibrada com o tampão de equilíbrio 1x) por 4 horas a 
4ºC. Após a incubação, a resina foi centrifugada 800 xg por 3 minutos. O 
sobrenadante foi descartado e o material que permaneceu ligado na resina foi eluído 





3. 6. 1 Análise da expressão do ectodomínio de ADAM23 
 
 Amostras de extrato celular de HEK 293T transfectadas com o ectodomínio 
de ADAM23 e amostras provenientes da purificação de proteína presente no 
sobrenadante de células foram submetidas a SDS-PAGE 10% de acrilamida. Após a 
separação eletroforética, as proteínas do gel foram eletrotransferidas para 
membrana de nitrocelulose e submetidas à reação de Western blotting como 
descrito no item 3. 3. 4 com anticorpo anti-5His (QIAGEN). 
 
3. 6. 2 Método de transfecção por cálcio 
 
 Células HEK 293T foram cultivadas em meio MEM (meio mínimo essencial, 
Cultilab) acrescido de 10% SFB (Cultilab) e 2 mM glutamina (Vetec) e mantidas em 
incubadora úmida com 5% de CO2 a 37°C. 
 As células foram transfectadas com o plasmídeo de interesse por co-
precipitação de fosfato de cálcio como previamente descrito (PUSCHEL et al., 1995). 
Uma alíquota 12 µg do plasmídeo de interesse foi adicionado na superfície de 750 µl 
de água ultrapura estéril, seguido de 250 µl de solução 1 M CaCl2 e 1000 µl de 
solução BBS 2x concentrada (50 mM BES, 250 mM NaCl e 1 mM Na2HPO4; pH 
6,95). Após cinco minutos de incubação a temperatura ambiente, foram adicionados 
8 ml de meio MEM acrescido de 10% de soro fetal bovino. 
 Uma placa de poliestireno de 100 mm de diâmetro (TPP) contendo células 
HEK 293T com confluência de aproximadamente 60-70% teve seu meio de cultura 
retirado e então, adicionado a solução descrita acima. A placa foi incubada durante 5 
horas em estufa úmida com 5% CO2. Após este tempo, o meio foi retirado, a placa 
foi cuidadosamente lavada com 5 ml de PBS e adicionado novo meio MEM 





3. 7 PRODUÇÃO DE ANTICORPOS 
 
 A produção de anticorpos foi realizada como descrita por Harlow & Lane 
(1988) e a análise da resposta imune foi feita por Western blotting e ELISA. 
 
3. 7. 1 Imunização dos animais com a proteína GST-metaloprotease+desintegrina 
(GST-met+des) provenientes de corpos de inclusão 
 
 Com o intuito de produzir soro policlonal específico para a proteína ADAM23, 
coelhos (com peso de 1,2 kg e com 60 dias de idade) da raça neozelandesa foram 
imunizados (R022 e R023) com aproximadamente 400 μg da proteína GST-met+des 
que foi previamente separada por SDS-PAGE 10% de acrilamida (a proteína usada 
para imunizar foi o produto insolúvel após a lise com N-lauril-sarcosil). O gel foi 
corado com azul de Coomassie, em seguida descorado e lavado com água 
deionizada 3 vezes por trinta minutos. A banda correspondente à proteína 
recombinante foi retirada do gel e macerada em PBS, totalizando um volume de 2 
ml. A suspensão contendo o antígeno foi inoculada nos coelho em três pontos, dois 
pontos intramusculares e um ponto subcutâneo (HARLOW & LANE,1988). Três 
imunizações foram realizadas com intervalos de 21 dias entre elas. 
 Após 12 dias da terceira imunização foi feita a coleta de sangue a partir da 
veia marginal auricular. O sangue retirado do animal foi deixado a 37oC por 1 hora e 
então centrifugado a 4ºC, por 7 minutos a 3000 xg para obtenção do soro contendo 
os anticorpos policlonais anti-ADAM23. O soro foi aliquotado e mantido a -20oC. 
 Os soros hiperimunes dos animais coletados foram testados por Western 
blotting. 
 
3. 7. 2 Imunização dos animais com a proteína 6His-desintegrina+cisteína (6His-
des+cis) 
 
 A proteína recombinante 6His-des+cis purificada foi usada para imunizar 2 
coelhos da raça neozelandesa (com aproximadamente 60 dias de idade, R033 e 
R035). As imunizações seguiram da seguinte forma: 1ª imunização usando 400 μg 
de proteína recombinante em emulsão contendo Adjuvante de Freund´s Completo 




realizadas com intervalo de 21 dias entre elas, usando 200 μg de proteína 
recombinante em emulsão contendo Adjuvante de Freund´s Incompleto. 
 Após 12 dias da terceira imunização o sangue dos animais foi coletado. Para 
a separação do soro hiperimune, o sangue foi deixado a 37°C por 1 hora e então 
centrifugado por 7 minutos, 3000 xg, a 4°C. Os soros hiperimunes foram testados 
por ELISA e Western blotting. 
 
3. 7. 3 Análise da resposta imune por Western blotting 
 
 A partir do soro foram feitas análises da eficiência dos anticorpos utilizando 
ensaio de Western blotting. Por este método, os soros foram testados quanto a 
eficiência de reconhecimento do antígeno recombinante (a proteína recombinante 
usada para imunizar os animais), bem como para o reconhecimento da proteína 
ADAM23 superexpressa em células HEK 293T e a proteína endógena presente no 
tecido nervoso murino. 
 
3. 7. 3. 1 Análise da eficiência dos anticorpos no reconhecimento do antígeno 
recombinante 
 
 A proteína 6His-des+cis (1μg/poço) foi submetida à SDS-PAGE 12% de 
acrilamida. Após a separação eletroforética, a proteína foi transferida para 
membrana de nitrocelulose e submetida à reação de Western blotting usando os 
soros dos animais (R033 e R035) na diluição de 1: 1000 bem como os soros pré-
imunes (coletado dos animais antes das imunizações). A membrana foi bloqueada 
com TBST-leite por 1 hora à temperatura ambiente. Os soros foram então diluídos 
em TBST-leite e deixados incubar por 16 horas a 4°C. Após a incubação com os 
soros, as membranas foram lavadas com TBST (3 ciclos de 5 minutos) e incubadas 
com anti-IgG de coelho acoplada à HRP (horseradish peroxidase) (1: 4000, Sigma). 
 Os soros dos animais (R022 e R023) imunizados com a proteína GST-
met+dis não foram testados por Western blotting no reconhecimento da proteína 
recombinante usada para imunizar devido ao fato de não se ter conseguido 
quantidades significativas de proteína purificada. Além disso, esta reação não seria 
um bom indicativo de que os anticorpos presentes no soro reconhecem 




(glutationa S-tranferase de Schistossoma japonicum) é muito mais imunogênica e, a 
probabilidade de existirem anticorpos que reconheçam a proteína de fusão é bem 
maior que para a proteína ADAM23 recombinante, podendo assim, ocorre um falso 
positivo. 
 
3. 7. 3. 2 Análise da eficiência dos anticorpos no reconhecimento da proteína 
ADAM23 superexpressa em células HEK 293T 
 
 Células HEK 293T foram transfectadas com o plasmídeo pcDNA3.1-ADAM23-
HA ou com o plasmídeo vazio (controle negativo) por co-precipitação de fosfato de 
cálcio como previamente descrito (3. 6. 2). 
 Após 48 horas de cultivo, as células transfectadas lisadas em tampão de lise 
gelado (50 mM Tris-HCL pH 7,4; 1% de NP40; 0,2% Deoxicolato de sódio) acrescido 
dos inibidores de proteases PMSF e NEM (na concentração final de 1 mM) por 30 
minutos em banho de gelo e, então centrifugadas a 19000 xg durante 15 minutos a 
4º C. Os extratos tiveram sua concentração protéica determinada pelo método de 
Bradford (1976) e foram submetidos à reação de Western blotting (3. 7. 3. 1). 
 Como controle positivo desta reação foi usado no Western blotting o anticorpo 
anti-HA (Zymed, Invitrogen) que reconhece a etiqueta de hemaglutinina (HA) que é 
expressa fusionada a região carboxi-terminal da molécula ADAM23 codificada pela 
construção pcDNA3.1-ADAM23-HA (CAL et al., 2000). 
 
3. 7. 3. 3 Análise da presença da proteína ADAM23 no encéfalo de camundongos 
 
 Extrações de proteínas totais de encéfalo de camundongos adultos, bem 
como preparações enriquecidas de membrana foram preparadas.  
 Um encéfalo de camundongo adulto (~40 dias após o nascimento) foi retirado 
do animal sacrificado por deslocamento cervical e lavado em PBS gelado. Então, o 
encéfalo foi colocado em tubo de homogeneização e adicionado tampão de lise 
(mesmo descrito no item 3. 7. 3. 2, um volume 5 vezes maior que o ocupado pelo 
encéfalo) acrescido de coquetel de inibidores de protease (Complete- Roche). A lise 
foi realizada por 40 minutos em banho de gelo e a cada 10 minutos um ciclo de 
maceração com pistilo de vidro (10-15 vezes). Após os 40 minutos de lise, o lisado 




guardado e o sedimento foi passado por um novo ciclo de lise (usando a metade do 
volume inicial de tampão de lise) seguido de centrifugação. O sobrenadante 
proveniente deste segundo lisado foi combinado com o primeiro sobrenadante. O 
extrato teve sua concentração protéica determinada pelo método de Bradford (1976) 
e foi submetido à reação de Western blotting como descrito anteriormente (3. 7. 3. 
1). 
 Para a preparação de membrana um encéfalo de camundongo foi lavado com 
PBS gelado e pesado. O encéfalo foi colocado em tubo de homogeneização e a ele 
adicionado um volume 5 vezes maior que a massa (considerando que cada mg 
equivale a um μl, neste caso o encéfalo pesava 600 mg e adicionou-se 3000 μl) de 
tampão de Sacarose (50 mM Tris-HCl pH 7,4; 10% Sacarose e 5 mM EDTA) 
acrescido de PMSF. A lise foi realizada por 40 minutos em banho de gelo e a cada 
10 minutos um ciclo de maceração com pistilo de vidro (10-15 vezes). Após os 40 
minutos de lise, o lisado foi centrifugado por 10 minutos a 3000 xg a 4°C. O 
sobrenadante foi coletado e guardado e o sedimento foi passado por um novo ciclo 
de lise com o mesmo volume inicial de tampão de sacarose seguido de 
centrifugação. O sobrenadante proveniente deste segundo lisado foi combinado com 
o primeiro sobrenadante. Os sobrenadantes combinados foram centrifugados por 1 
hora 40000 xg a 4°C. O sedimento desta centrifugação (a preparação de membrana) 
foi solubilizado com tampão de lise (item 3. 7. 3. 2). A preparação de membrana teve 
sua concentração protéica determinada pelo método de Bradford (1976) e foi 
submetido à reação de Western blotting (item 3. 7. 3. 1). Como controle positivo 
desta reação foi usado o anticorpo anti-peptídeo desintegrina ADAM23 humana 
(COSTA et al., 2003). 
 
3. 7. 4 Análise da resposta imune por imunoensaio de ELISA (Enzyme-linked 
immunosorbent assay) 
 
 Uma alíquota de 0,1 µg da proteína 6His-des+cis foi adsorvida aos poços da 
placa 96 poços (Max Sorb, Nunc) em tampão carbonato pH 9,6 (50 mM Carbonato 
de sódio) por 16 horas a 4ºC. A placa foi lavada 3 vezes com PBS-T (PBS acrescido 
de 0,05% de Tween) e bloqueada com 1% BSA (Sigma-Aldrich) por uma hora a 
37ºC. Os soros dos animais em diluições de 1/100 até 1/6400 (diluídos em PBS-BSA 




foram lavadas cinco vezes com PBS-T. Após as lavagens adicionou-se o anticorpo 
secundário anti-imunoglobulina de coelho acoplado à HRP (Sigma-Aldrich), que foi 
incubado por 1 hora a 37°C. Seguiu-se um novo ciclo de lavagens e a reação foi 
então desenvolvida pela utilização do substrato o-phenylenediamine (OPD)/ H2O2 e 
parada com 1M de H2SO4. A absorbância foi mensurada a 490 nm e a análise 
estatística foi feita usando two-way ANOVA (GraphPad Prism software). 
 
3. 8 CARACTERIZAÇÃO DA INTERAÇÃO ENTRE A PROTEÍNA ADAM23 E A 
PROTEÍNA PRÍON CELULAR 
 
3. 8. 1 Co-imunoprecipitação das proteínas ADAM23 e PrPC usando anticorpo anti-
PrPC 
 
 Após 48 horas de cultivo, as células transfectadas com pcDNA3.1-PrPC 
(sequência que possui o epítopo 3F4 humano) (VINCENT et al., 2000) e pcDNA3.1-
ADAM23-HA (CAL et al., 2000) foram lisadas em tampão de lise gelado (50mM Tris-
HCL pH 7,4; 1% de NP40; 0,2% Deoxicolato de sódio) acrescido dos inibidores de 
proteases PMSF e NEM (na concentração final de 1 mM), CaCl2 e MgCl2 (na 
concentração final de 1 mM) por 30 minutos em banho de gelo e, então 
centrifugadas a 19000 xg durante 15 minutos a 4ºC. Extratos celulares foram 
clarificados pela incubação prévia com 40 µl proteína A/G sepharose (GE 
Bioscience) acrescido de 10 µl de soro normal de camundongo durante 3 horas a 
4ºC. Após o clareamento, a suspensão foi centrifugada durante 5 min 19000 xg a 
4°C e metade do sobrenadante obtido foi incubado com 10 µl soro normal de 
camundongo e a outra metade incubada com 10 µl soro contendo anticorpos anti-
PrPC (produzido no laboratório de Neurobiologia como descrito previamente por 
ZANATA et al., 2002) durante 16 horas a 4ºC. Após este tempo as soluções foram 
centrifugadas por 3 minutos a 19000 xg para retirada de qualquer material agregado 
que pudesse interferir nos resultados e então incubadas por mais duas horas com 
40 µl proteína A/G sepharose para que ocorresse a ligação do imunocomplexo à 
matriz sólida. As matrizes contendo os imunocomplexos ligados foram lavadas 5 
vezes com tampão de lise e o material que permaneceu ligado foi eluído com 35 µl 




minutos e submetido a SDS-PAGE 10% e analisado por Western blotting usando os 
anticorpos anti-PrPC e anti-HA. 
 Este mesmo ensaio foi realizado utilizando extrato total de encéfalo e 
preparação de membrana a partir de encéfalo (descrito no item 3. 7. 3. 3). No 
entanto, o anticorpo usado para verificar a presença de ADAM23 endógena foi o 
anticorpo anti-peptídeo disintegrina (COSTA et al., 2003). 
 Para verificação da importância de lipid rafts na interação ADAM23/PrPC, 
células transfectadas com pEGFP-PrPC (LEE et al., 2001, ZANATA et al., 2002) e 
pcDNA3.1-ADAM23-Ha foram tratadas com 10 mM methyl-β-cyclodextrin (Sigma-
Aldrich) por uma hora a 37°C. Após este tratamento as células foram lisadas e 
submetidas à imunoprecipitação descrita acima. 
 
3. 8. 2 Ensaio de ligação 
 
 Uma alíquota de 1 μg da proteína GST-desintegrina (GST-des) ou somente a 
proteína GST (controle negativo), foi imobilizada em placas 96 poços de poliestireno 
(MaxSorb, Nunc) usando tampão carbonato pH 9,0 por 16 horas a 4°C. A placa foi 
então lavada 3 vezes com PBS para remoção das proteínas não adsorvidas e os 
sítios não específicos foram bloqueados com BSA 1% (300 μl, 2 horas, 37°C). 
Quantidades crescentes de 6His-PrP
C (0,025 - 0,75 μg) foram adicionadas aos poços 
e incubadas por 16 horas a 4°C. Após esta incubação os poços foram lavados com 
PBS e a quantificação de 6HisPrP
C ligado as proteínas recombinantes foi obtida pela 
utilização de anticorpos anti-PrPC (1:4000) (2 horas, 37°C) seguida da revelação 
com anti-IgG de camundongo acoplado à HRP (1:4000, BD Bioscience) por 1 hora a 
37°C. A reação foi desenvolvida pela utilização do substrato OPD/ H2O2 e parada 
com 1M de H2SO4. A absorbância foi mensurada a 490 nm. Para cada quantidade 
de 6HisPrP
C utilizada foram feitas quadruplicadas e a análise estatística foi feita 
usando Student´s t-test (GraphPad Prism software). 
 
3. 8. 2 Ensaio de adesão celular 
 
 Placas de 96 poços foram tratadas com diferentes concentrações de 6His-
des+cis, GST-desintegrina (GST-des), GST, Vitronectina e 6His-PrP
C diluídas em 




proteína não ligada e então bloqueados com 2% de BSA por 2 horas a 37º C. 
Células das diferentes linhagens foram plaqueadas (105 células por poço) e 
incubadas em meio de cultura (meio usado para cultivar cada célula) sem soro fetal 
bovino e acrescido de MgCl2, MnCl2 e CaCl2 (concentração final de 1 mM) por duas 
horas a 37°C. Após esta incubação para que ocorresse a adesão, os poços foram 
lavados três vezes com PBS para remoção das células não aderidas. As células que 
permaneceram aderidas foram coradas com azul de metileno (0,4% de azul de 
metileno em 30% metanol). O corante foi extraído com solvente apropriado (0,5% 
ácido acético, 50% metanol) e a absorbância foi mensurada a 650 nm. Para cada 
proteína testada foram feitas sextuplicatas e a análise estatística foi realizada 
usando one-way ANOVA com Tukey´s post hoc test (GraphPad Prism software). 
 
3. 8. 3 Preparação de microdomínios de membrana ricos em colesterol e 
glicoesfingolipídeos (lipid rafts) 
 
 Os microdomínios ricos em colesterol e glicoesfingolipídeos foram preparados 
segundo Naslavsky e colaboradores (1997) e Keshet e colaboradores (2000). 
 Um total de 1,8 x 107 células foram co-transfectadas com 6 μg de plasmídeo 
pcDNA3.1-ADAM23-HA e 6 μg de plasmídeo pEGFP-PrPC ou co-transfectadas com 
6 μg de cada um dos plasmídeos descritos acima e 6 μg dos respectivos plasmídeos 
controles (plasmídeos vazios, pEGFP e pcDNA3.1 respectivamente). As células 
transfectadas foram submetidas à preparação de lipid rafts por flutuação dos 
complexos insolúveis em Triton-X100. As células foram ressuspendidas em 700 μl 
de tampão TNE gelado (150 mM NaCl; 25 mM Tris-HCl pH 7,4; 5 mM EDTA e 1% 
Triton X-100) e deixadas lisar por 30 minutos a 4°C. As partículas insolúveis foram 
separadas por centrifugação (5 min, 500 xg, 4ºC) e o lisado foi separado da porção 
insolúvel e colocado em tubo de ultracentrífuga. Um volume, igual ao volume do 
lisado, de solução 70% Nycodenz AG (Axis-Shield) (m:v) foi adicionado e 
homogeneizado com o lisado. Um gradiente linear de 35-8% de Nycodenz em TNE 
foi sobreposto ao lisado (200 μl de cada gradiente: 35; 25; 22,5; 20; 18; 15; 12 e 
8%). Os tubos foram centrifugados 300000 xg por 4h, 4°C usando o rotor P50S2 
(Hitachi). Treze frações de 180 μl foram coletadas a partir do topo até o fundo do 
tubo. As frações foram analisadas por Western blotting usando os anticorpos anti-HA 




gentilmente pelo Instituto Carlos Chagas de Curitiba-PR) e anti-flotilina 1 (Santa 
Cruz Biotechnology) (detecção de flotilina 1 que é uma proteína marcadora para lipid 
rafts). 
 Para os ensaios de análise geral da distribuição das proteínas de interesse no 
gradiente de Nycodenz, foram utilizados 15 μl de cada fração coletada. Nos ensaios 
de quantificação, as frações correpondentes aos lipid rafts (frações 2 – 6) e frações 
que não correspondem aos microdomínios (frações 9 – 13) foram combinandas e 
tiveram sua concentração protéica determinada pelo método de Bradford (1976). 
Quantidades iguais de proteínas totais (40 μg) foram analisadas por Western blotting 
usando o anticorpo apropriado. 
 
3. 8. 4 Ensaio de endocitose de GFP-PrPC mediado por cobre 
 
 Células HEK 293T transfectadas com pEGFP-PrPC e pcDNA3 ou  pEGFP-
PrPC e pcDNA3.ADAM23-HA foram tratadas previamente com 0,2 mg/ml Sulfo-NHS-
LC-Biotin (Pierce) em solução salina tamponada de Gey´s (Sigma-Aldrich) a 4°C por 
1 hora. Após a incubação com a biotina a placas foram lavadas 3 vezes de 5 
minutos com glicina 50 mM (diluída em Gey´s). Posteriormente as células foram 
incubadas com 500 μM CuSO4 por 30 minutos a 37ºC para indução da endocitose 
de PrPC, como descrito por Sumudhu e colaboradores (2001). Após a incubação 
com o CuSO4 as células foram tratadas com tripsina/EDTA (Instituto Adolfo Lutz, 
São Paulo) para remoção das proteínas de superfície e então foram lisadas. 
Quantidades iguais de extrato protéico foram submetidas à imunoprecipitação com 
anticorpos anti-PrPC como descrito no item 3. 8. 1. 
 Após a imunoprecipitação, as resinas de proteína A/G sepharose foram 
lavadas com tampão de lise e o material imunoprecipitado foi eluído com tampão de 
amostra não redutor e submetido à SDS-PAGE 12% de acrilamida e transferido para 
membrana de nitrocelulose. A membrana foi bloqueada com 2% BSA diluído em 
PBST por 16 horas a 4°C. A membrana foi incubada com ExtrAvidin® HRP (Sigma-
Aldrich) por 1 hora a temperatura ambiente e então, lavada 5 vezes de 5 minutos 
com PBST. A reação foi evidenciada usando substrato quimioluminescente. 
 A quantificação dos blots foi realizada usando o software ImageJ e a análise 












4. 1 CLONAGEM, EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DE DIFERENTES DOMÍNIOS DA 
PROTEÍNA ADAM23 HUMANA EM SISTEMA HETERÓLOGO DE E. COLI 
 
4. 1. 1 Clonagem, expressão e purificação de diferentes domínios da proteína 
ADAM23 em sistema pGEX-2T 
 
 Os fragmentos de DNA correspondentes às sequências codificadoras dos 
domínios metaloprotease, desintegrina de ADAM23 e dos dois domínios combinados 
foram amplificados de forma adequada através da reação de PCR utilizando os 
iniciadores específicos desenhados. De acordo com a figura 3 todos os fragmentos 
de interesse foram amplificados e as bandas correspondentes estão na altura 
esperada. Na linha 1 observa-se uma banda um pouco acima de 500 pb, 
correspondente ao fragmento codificante para o domínio metaloprotease (594 pb) e 
na linha 2 o controle negativo da reação que consiste numa reação de PCR 
realizada nas mesmas condições que a amostra da linha 1, mas sem o DNA molde 
(pcDNA3.1-ADAM23-HA). Na linha 5 uma banda abaixo do marcador de 500 pb 
pode ser visualizada, correspondente ao fragmento codificante para o domínio 
desintegrina (225 pb) e na linha 6, o controle negativo desta reação. E na linha 3 
observa-se uma fragmento maior do que o presente na linha 1 e que corresponde as 
sequêcias codificadoras para o domínio metaloprotease e desintegrina juntos (861 

























FIGURA 3 - Teste dos oligonucleotídeos iniciadores desenhados para 
amplificar as sequências codificadoras dos diferentes domínios da proteína 
ADAM23 humana. Perfil eletroforético em gel de agarose 1% dos produtos amplificados por PCR 
usando como molde pcDNA3.1-ADAM23-HA. Os fragmentos codificadores para o domínio 
metaloprotease (linha 1), desintegrina (linha 5) e para os domínios combinados (linha 3) foram 
amplificados corretamente usando os oligonucleotídeos iniciadores específicos. M1: GeneRuler 100 
pb DNA Ladder e M2: marcador Lambda DNA/HindIII. A seta indica o marcador de 500 pb no M1. 
 
 
 Esses fragmentos especificamente amplificados foram clonados entre os 
sítios de restrição BamHI e EcoRI do vetor pGEX-2T. Após a ligação dos insertos 
(fragmentos codificantes) ao vetor, os produtos destas reações de ligação foram 
usados para transformar bactérias eletrocompetentes da estirpe DH5α de E. coli. Os 
clones crescidos em meio LB sólido contendo ampicilina (antibiótico para seleção) 
foram então usados para realização de uma PCR de colônia para verificação dos 
clones que de fato apresentavam o inserto de interesse (dados não mostrados). 
 Após a verificação dos clones que apresentavam as sequências codificadoras 
de interesse, alguns destes clones foram escolhidos aleatoriamente e usados para 
amplificação e purificação de plasmídeo. Os plasmídeos purificados, 
correspondentes a cada uma das construções (dos diferentes domínios de 
ADAM23), foram submetidos à digestão dupla usando as enzimas de restrição 
empregadas na clonagem para verificação da liberação dos insertos de interesse 
bem como verificação da manutenção dos sítios de restrição. De acordo com a 
figura 4 pode-se observar que os insertos de interesse foram liberados e 
















FIGURA 4 - Análise do perfil da dupla digestão com as endonucleases de 
restrição usadas para clonagem dos diferentes domínios de ADAM23 humana 
em vetor pGEX2T. Perfil eletroforético da digestão de plasmídeo das colônias escolhidas 
aleatoriamente de cada uma das construções (colônias 1 e 8 para metaloprotease - metalo; colônias 
19 e 20 para desintegrina - des e colônias 25 e 29 para metaloprotease+desintegrina - met+des) com 
as endonuleases de restrição usadas na clonagem BamHI e EcoRI. A banda mais alta marcada com * 
que aparece em todas as digestões corresponde ao plasmídeo aberto e as bandas abaixo 
correspondem aos insertos liberados pelas digestões. Não foram observadas bandas na linha 1, 
indicando que houve problemas na purificação de plasmídeo. M1: GeneRuler 100 pb DNA Ladder e 




 A partir dos plasmídeos de interesse purificados foi possível iniciar as 
expressões das proteínas recombinantes em pequena escala. Para as três 
construções (pGEX-metaloprotease, pGEX-desintegrina e pGEX-
metaloprotease+desintegrina) foram feitas expressões usando a estirpe DH5α de E. 
coli. A análise das expressões foi feita pela avaliação do padrão eletroforético de 
extratos protéicos de colônias não induzidas e após a indução com 0,1 mM de IPTG 
por 4 horas a 30°C. Observa-se na figura 5 que todas as construções apresentaram 
clones que expressavam a proteína de interesse, já que os clones induzidos 
apresentaram uma banda que era inexistente ou menos intensa nos clones não 
induzidos. Além disso, estas bandas diferencialmente expressas apresentaram perfil 
de migração eletroforética ao esperado para cada proteína recombinante (GST-






























FIGURA 5 - Expressão em pequena escala das diferentes construções de 
ADAM23 humana em vetor pGEX-2T. (A) SDS-PAGE 10% de amostras provenientes de 
culturas induzidas com IPTG (I) e não induzidas (NI) de diferentes colônias transformadas (C1, C2, 
C3 e C4) com pGEX-desintegrina. (B) SDS-PAGE 12% de amostras obtidas de diferentes colônias 
transformadas com pGEX-metaloprotease induzidas (I) e não induzidas (NI). (C) SDS-PAGE 12% de 
amostras obtidas de diferentes colônias transformadas com pGEX-metaloprotease+desintegrina 
induzidas (I) e não induzidas (NI). Para todas as construções em todas as colônias testadas observa-
se a presença de uma banda diferencialmente expressa nas colônias induzidas que não está 











 Após verificar que todas as colônias estavam expressando as proteínas de 
interesse, um clone com alto nível de expressão de cada uma das construções foi 
escolhido para a realização das expressões em larga escala. 
 As expressões em larga escala foram realizadas nas mesmas condições das 
expressões em pequena escala. Após a indução das culturas, as células foram 
sedimentadas por centrifugação e suspendidas em PBS acrescido de lisozima e 
inibidor de protease. Então as suspensões bacterianas foram lisadas em prensa de 
French e centrifugadas para retirada do material insolúvel. O lisado (fração solúvel 
obtida após a centrifugação) foi incubado com a resina de glutathiona sepharose 4B 
e posteriormente o material ligado à resina foi eluído. 
 A partir desta metodologia de expressão e purificação, apenas o domínio 
recombinante desintegrina foi purificado com sucesso e com alto rendimento. 
Embora muita proteína tenha ficado na fração insolúvel do lisado e uma parte não 
ligou na resina (provavelmente por saturação da resina), uma grande quantidade da 
proteína foi solubilizada e pôde ser purificada adequadamente (figura 6A). 
 O domínio metaloprotease e os dois domínios combinados não tiveram uma 
purificação satisfatória como o domínio desintegrina. Apenas uma pequena 
quantidade destes domínios pôde ser purificada (figura 6B e 6C) na forma solúvel e, 
praticamente toda proteína recombinante correspondente a estas duas construções 
permaneceu na fração insolúvel do lisado. Estas construções provavelmente 
produzem proteínas que formam corpos de inclusão, não sendo facilmente 
purificada apenas pela lise mecânica da célula bacteriana. Nestes casos em que a 
proteína recombinante forma corpos de inclusão, é necessário usar metodologias 
que evitem a formação de corpos de inclusão, através da diminuição dos níveis de 
expressão ou realizar procedimentos que solubilizem estes corpos de inclusão após 
a expressão (SAMBROOK et al., 2001; BURGESS, 2009). 
 Após a purificação dos domínios recombinantes de ADAM23 e da diálise dos 
mesmos, foi realizado um ensaio de Western blotting usando o anticorpo anti-GST 
para confirmar que as proteínas provenientes das eluições eram de fato as proteínas 
recombinantes de interesse fusionadas a GST e que apresentavam a massa 
molecular esperada (figura 7). Nas amostras de GST-metaloprotease e GST-
metaloprotease+desintegrina houve uma contaminação com GST que pode ser 




da estirpe DH5α, a qual não é deficiente para proteases, o que pode resultar na 
























FIGURA 6 - Purificação das proteínas provenientes das diferentes construções 
de ADAM23 em pGEX-2T. (A) Análise por SDS-PAGE 10% da proteína recombinante GST-
desintegrina presente no lisado bacteriano (lisado), na fração após ligação na matriz de afinidade 
glutathiona sepharose 4B (não ligado), na fração insolúvel (insolúvel) e nos eluatos (E). (B) SDS-
PAGE 12% da proteína recombinante GST-metaloprotease presente no lisado bacteriana (lisado); na 
fração insolúvel (insolúvel); na resina após as eluições (resina), nas amostras provenientes das 
lavagens (lavagem) e nos eluatos (E). (C) SDS-PAGE 12% da proteína recombinante GST-
metaloprotease+desintegrina presente nos mesmos tipos amostras analisadas para GST-




















FIGURA 7 - Western blotting das proteínas recombinantes fusionadas à GST 
usando o anticorpo anti-GST. Os eluatos provenientes das purificações após a diálise para 
retirada da glutationa livre foram submetidos à reação de Western blotting usando o anticorpo anti-
GST. O ensaio mostra que todas as proteínas purificadas são possuidoras da proteína de fusão GST 
e, as massas moleculares condizem com as massas esperadas para cada domínio recombinante de 
ADAM23 fusionado à GST. GST possui 27 kDa, GST-desintegrina (GST-des) ~35 kDa, GST-
metaloprotease (GST-met) ~48 kDa e GST-metaloprotease+desintegrina (GST-met+des) ~58 kDa. 
 
 
 Na tentativa de diminuir os níveis de expressão e assim evitar que as 
proteínas de interesse formassem corpos de inclusão, algumas modificações no 
protocolo de expressão foram realizadas, sendo elas a diminuição da temperatura 
de cultivo durante a expressão de 30°C para 20°C e diminuição do agente indutor 
(IPTG) de 0,1 mM para 0,05 mM. A purificação prosseguiu como a realizada para o 
domínio desintegrina. Entretanto, a diminuição nos níveis de expressão não afetou a 
solubilidade das proteínas de interesse, permanecendo estas nos corpos de inclusão 
(dados não mostrados). Então, outras metodologias que empregam agentes 
caotrópicos para solubilizar os corpos de inclusão foram empregadas. 
 Agentes solubilizadores são comumente usados para dissociar corpos de 
inclusão, dentre eles estão os agentes caotrópicos hidrocloreto de guanidina, uréia e 
o detergente aniônico sarcosil. Altas concentrações destes agentes têm sido usadas 
com sucesso na solubilização de corpos de inclusão (revisado por CLARK 1998). No 
entanto, como a purificação por cromatografia de afinidade da proteína de fusão 
GST é dependente de conformação, somente é possível empregar na solubilização 
o detergente sarcosil e uréia, este último na concentração máxima de 3 M. 
 Usando como agente solubilizador uréia na concentração de 3 M, nenhuma 




mostrados), evidenciando que esta concentração de uréia não foi capaz de 
solubilizar os corpos de inclusão formados por GST-metaloprotease e GST-
met+desintegrina. 
 Uma segunda tentativa de solubilizar os corpos de inclusão foi realizada 
empregando sarcosil (0,5%). Este detergente aniônico foi capaz de solubilizar parte 
da proteína recombinante presente nos corpos de inclusão como mostra a figura 8 
(linha lisado). Mesmo assim, este agente não promoveu a solubilização total dos 
corpos de inclusão e muita proteína recombinante permaneceu nestas frações 
insolúveis (figura 8, linha insolúvel). No entanto, constatou-se que a proteína que foi 
solubilizada não pôde ser eluída da resina de glutationa sepharose 4B (figura 8, 
resina). Isto provavelmente ocorreu porque durante as lavagens que são feitas sem 
o detergente e, a retirada rápida do agente caotrópico pode ter levado à precipitação 











FIGURA 8 - Purificação GST-metaloprotease após solubilização dos corpos de 
inclusão pelo detergente aniônico sarcosil. Análise por SDS-PAGE 12% da proteína 
recombinante GST-metaloprotease presente no lisado bacteriano (lisado) após solubilização com 
sarcosil, na fração insolúvel (insolúvel), na lavagem (lavagem), na resina após eluição (resina) e nos 
eluatos (E). Proteína recombinante GST-metaloprotease presente no eluato da purificação descrita 
para na figura 6B (E+). MW: marcador de massa molecular. 
 
 
 De acordo com estes resultados, apenas a proteína recombinante GST-
desintegrina pôde ser purificada de maneira satisfatória (~10 mg de proteína/litro de 
cultura bacteriana) podendo ser utilizada em ensaios bioquímicos e funcionais. As 
purificações dos demais domínios recombinantes não tiveram um alto rendimento, 




de proteína/litro de cultura bacteriana), não sendo viável sua utilização em ensaios 
bioquímicos e funcionais. 
 Dados obtidos anteriormente (COSTA, 2007) demonstraram que nem a 
expressão dos domínios metaloprotease e desintegrina combinados usando o vetor 
pET-32 evitou a formação de corpos de inclusão. Esse vetor codifica a proteína de 
fusão tiorredoxina (trxA, E. coli), que tem sido descrita  como uma das proteínas de 
fusão que melhor promove a solubilização de quimeras proteícas (DYSON et al., 
2004; HAMMARSTROM et al., 2002). Estes resultados e o fato do domínio 
desintegrina ter sido purificado adequadamente demonstram que o maior problema 
de insolubilidade é devido à presença do domínio metaloprotease. 
 Os domínios de ADAM23 que foram clonados neste trabalho tiveram a 
probabilidade teórica de insolubilidade calculada de acordo com o indicador de 
Wilkinson/Harrison modificado 2. Este indicador tem sido usado na determinação da 
probabilidade de uma determinada proteína quando expressa no citoplasma de E. 
coli ser insolúvel. O quadro 1 mostra a probabilidade teórica de insolubilidade para 

















QUADRO 1- Probabilidade teórica da sequência de aminoácidos de cada 
domínio ser insolúvel quando expresso no citoplasma de E. coli de acordo 




                                                 
2
 Wilkinson/Harrison índex. Disponível em: 




4. 1. 2 Clonagem, expressão e purificação dos domínios desintegrina e cisteína da 
proteína ADAM23 em sistema pET-28a 
 
 Um fragmento de DNA correspondente a sequência codificadora para os 
domínios desintegrina e cisteína foi amplificado adequadamente através da reação 
de PCR utilizando os iniciadores específicos desenhados. De acordo com a figura 9 
o fragmento de interesse foi amplificado e a banda correspondente está na altura 
esperada. Na linha 2 observa-se uma banda um pouco acima de 500 pb, 
correspondente ao fragmento codificante para os domínios desintegrina e cisteína 
(648 pb) e na linha 1 o controle negativo da reação que consiste numa reação de 












FIGURA 9 - Teste dos oligonucleotídeos iniciadores desenhados para 
amplificar as sequências codificadoras para os domínios desintegrina e região 
rica em cisteína da proteína ADAM23 humana. Perfil eletroforético em gel de agarose 1% 
do produto amplificado por PCR usando como molde pcDNA3.1-ADAM23-HA e os oligonucleotídeos 
iniciadores específicos. Na linha 2 está o fragmento codificador para o domínio desintegrina e região 
rica em cisteína usando os oligonucleotídeos iniciadores específicos. M1: GeneRuler 100 pb DNA 
Ladder e M2: marcador Lambda DNA/HindIII. A seta indica o fragmento de 500pb do M1. 
 
 
 Esse fragmento amplificado de maneira específica foi clonado entre os sítios 
de restrição BamHI e HindIII do vetor pET-28a. Após a ligação do inserto (fragmento 
codificante) ao vetor, o produto desta reação de ligação foi usado para transformar 
bactérias eletrocompetentes da estirpe DH5α de E. coli. Os clones crescidos em 




realização de uma PCR de colônia para verificação dos clones que de fato 
apresentam o inserto de interesse (dados não mostrados). 
 Após a verificação dos clones que apresentam a sequência codificadora, 
alguns clones foram escolhidos aleatoriamente e foram usados para amplificação e 
purificação de plasmídeo. Estes plasmídeos foram então submetidos à digestão 
dupla usando as enzimas de restrição usadas na clonagem para verificação da 
liberação dos insertos de interesse bem como verificação da manutenção dos sítios 
de restrição. De acordo com a figura 10, pode-se observar que os insertos de 















FIGURA 10 - Análise do perfil da dupla digestão com as endonucleases de 
restrição usadas para clonagem do domínio desintegrina e região rica em 
cisteína de ADAM23 humana em vetor pET-28a. Perfil eletroforético dos fragmentos de 
DNA obtidos pela digestão das colônias escolhidas aleatoriamente com as endonuleases de restrição 
usadas na clonagem BamHI e HindIII. A banda mais alta (maior quantidade de pares de bases) que 
aparece em todas as digestões corresponde ao plasmídeo aberto (indicada com *) e as bandas 
abaixo (um pouco acima do marcador de 500 pb) indicadas com seta, correspondem ao inserto de 




 Após o sequenciamento dos clones escolhidos e confirmada a sequência 
codificadora de interesse, um clone foi escolhido para iniciar os procedimentos de 
expressão e purificação da proteína 6His-desintegrina+cisteína (6His-des+cis). 
 A expressão da proteína de interesse pelas colônias transformadas foi 
verificada através do ensaio de expressão em pequena escala (figura 11). Observa-
se na figura 11 que nas colônias induzidas com 1 mM de IPTG há uma banda 




correspondente à proteína recombinante de interesse. Uma colônia com alta 












FIGURA 11 - Expressão em pequena escala de diferentes colônias 
transformadas com pET28-desintegrina+cisteína. SDS-PAGE 12% de amostras 
provenientes de colônias transformadas com o plasmídeos pET28-desintegrina+cisteína e induzidas 
com IPTG (I) ou não induzidas (NI). Para todas as colônias testadas observa-se a presença de uma 
banda de aproximadamente 30 kDa nas amostras das culturas induzidas que não está presente nas 
amostras de culturas não induzidas. 
 
 
 A expressão em larga escala foi realizada nas mesmas condições da 
expressão em pequena escala. Após a indução da cultura com 1 mM de IPTG por 4 
horas, as células foram sedimentadas por centrifugação e suspendidas em tampão 
nativo acrescido de inibidor de protease. Então a suspensão bacteriana foi lisada em 
prensa de French e centrifugada para retirada do material insolúvel. O lisado (fração 
solúvel obtida após a centrifugação) foi incubado com a resina Ni-NTA Agarose e 
posteriormente o material ligado à resina foi eluído com tampão nativo contendo 
imidazol. De acordo com a figura 12A (lise nativa) é possível observar uma banda de 
aproximadamente 30 kDa correspondente à proteína recombinante de interesse, 
6His-des+cis, estava presente nos eluatos. Entretanto, observa-se uma banda logo 
abaixo da de 30 kDa, que pode ser produto de degradação da proteína purificada e 
também, uma banda de aproximadamente 70 kDa que provavelmente é o produto 
de gene bacteriano dnaK. A proteína codificada por este gene está relacionada com 
o enovelamento de proteínas anormais em E. coli, podendo ser co-purificada com a 




 No ensaio de Western blotting (figura 12B, lise nativa), a banda de 30 kDa e a 
banda logo abaixo desta foram reconhecidas pelo anticorpo anti-5His, confirmando 
que estas bandas correspondem a proteína recombinante de interesse. 
 Embora a proteína 6His-des+cis tenha sido purificada em condições nativas, 
observa-se na figura 12A que a maior parte da proteína recombinante está presente 
na fração insolúvel do lisado. Para purificar a proteína que está presente na fração 
insolúvel do lisado empregou-se o protocolo da lise híbrida a partir da fração 
insolúvel proveniente da lise nativa. 
 A fração insolúvel foi solubilizada com tampão desnaturante contendo 6 M de 
hidrocloreto de guanidina e deixada ligar à resina Ni-NTA Agarose. Então, a proteína 
que ficou ligada à resina foi submetida a uma sequência de lavagens com tampão 
contendo uréia e seguida de lavagens com tampão nativo. A eluição foi realizada 
com imidazol, na presença de tampão nativo. De acordo com a figura 12A, observa-
se somente uma banda na altura de 30 kDa nos eluatos provenientes da lise híbrida. 
Esta banda foi reconhecida pelo anticorpo anti-5His, confirmando que se trata da 













FIGURA 12 - Purificação da proteína recombinante 6His-desintegrina+cisteína. 
(A) Análise por SDS-PAGE 12% da proteína recombinante 6His-desintegrina+cisteína presente nos 
eluatos provenientes da lise nativa (E1 e E2), da fração insolúvel resultante da lise nativa (insolúvel) e 
dos eluatos provenientes da lise híbrida (E1, E2, E4, E6, E9, E11). MW: marcador de massa 
molecular. (B) Western blotting dos eluatos provenientes da lise nativa (L. nativa) e da lise híbrida (L. 
híbrida) usando o anticorpo anti-5His. O controle positivo da reação (C+) é uma proteína possuidora 






 Segundo Cal e colaboradores (2000) a construção de GST-desintegrina 
promove adesão de linhagens de neuroblastoma (NB100 e SHSY-5Y) e células 
CHO que superexpressam integrina β3 (CHO-β3). Assim, proteínas recombinantes 
GST-desintegrina e 6His-des+cis foram usadas em ensaios de adesão para verificar 
o potencial adesivo destas construções. 
 Ensaios de adesão celular foram realizados usando linhagens de 
neuroblastoma murino (N2a, figura 13B) e humano (SHSY-5Y, figura 13C) e a 
linhagem de tumor de mama MDA-MB-435 que expressa grande quantidade de 
integrina αvβ3 (FELDING-HABERMANN et al., 2001) (figura 13A). De acordo com os 
resultados obtidos nestes ensaios nenhuma das construções testadas apresentaram 
potencial adesivo. Esta ausência de adesão também foi verificada por Goldsmith e 
colaboradores (2004) que usaram o domínio desintegrina de ADAM23 de rato 




















































FIGURA 13 - Análise da adesão celular de diferentes linhagens sobre domínio 
desintegrina ou domínio desintegrina e região rica em cisteína de ADAM23. 
Diferentes concentrações de 6His-des+cis, Vitronectina, GST e GST-desintegrina foram adsorvidas 
em placas de 96 poços. BSA 2% foi usado como controle negativo. 10
5 
Células da linhagem MDA-
MB-435 (A), N2a (B) e SHSY-5Y (C) foram plaqueadas em cada poço (totalizando seis poços para 
cada proteína testada) e incubadas durante duas horas para que ocorresse a adesão. Os poços 
foram lavados para remoção das células não aderidas. As células que permaneceram aderidas foram 
coradas e, o corante foi subsequente extraído para mensuração da absorbância. A análise estatística 
foi realizada usando one-way ANOVA com Tukey´s post hoc test (GraphPad Prism software). a indica 
p<0,05 com relação ao controle BSA e b, p<0,05 com relação a adesão em 6His-des+cis e GST-des 




4. 2 CLONAGEM, EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DO ECTODOMÍNIO DA 
PROTEÍNA ADAM23 HUMANA EM SISTEMA DE CÉLULAS DE MAMÍFERO 
 
 Com intuito de obter a proteína ADAM23 dobrada corretamente, resolveu-se 
fazer duas novas construções. Para estas construções apenas o ectodomínio de 
ADAM23 foi clonado em vetor pSecTag2/HygroA. Este vetor insere na região 5´ da 
sequência codificadora para a proteína de interesse a sequência sinal para cadeia 
leve κ de imunoglobulina e desta forma permite a secreção da proteína 
recombinante de interesse. Além disso, a proteína expressa a partir do vetor 
pSecTag2/HygroA possui na sua região carboxi-terminal 6 resíduos de histidinas 
que permitem a detecção e purificação da proteína recombinante. Como esse 
sistema de expressão proporciona a produção da proteína recombinante de 
interesse em células de mamífero, isso poderia resolver os problemas de 
insolubilidade encontrado no sitema heterólogo de E. coli. 
 Um fragmento de DNA correspondente à sequência codificadora para o 
ectodomínio de ADAM23 (construção 5) e para o ectodomínio maduro (sem pró-
domínio, construção 6) foram amplificados adequadamente através da reação de 
PCR utilizando os iniciadores específicos desenhados. De acordo com a figura 14A 
(linha 2) o fragmento de interesse correspondente à sequência codificadora para o 
ectodomínio foi amplificado e a banda correspondente está na altura esperada 
(1881pb). Na figura 14B (linha 4) pode-se observar que a sequência codificadora 
para o ectodomínio sem o pró-domínio também foi amplificado adequadamente e a 




























FIGURA 14 - Teste dos oligonucleotídeos iniciadores desenhados para 
amplificar o ectodomínio de ADAM23 humana. Perfil eletroforético em gel de agarose 
1% do produto amplificado por PCR usando como molde pcDNA3.1-ADAM23-HA e os 
oligonucleotídeos iniciadores específicos para amplificar a sequência codificadora para o ectodomínio 
complteto de ADAM23 (A) e para o ectodomínio sem o pró-domínio (B). Na linha 2 está o fragmento 
codificador para o ectodomínio completo e seu respectivo controle negativo na linha 1. Na linha 4 está 
o fragmento codificador para o ectodomínio sem o pró-domínio e seu respectivo controle negativo na 
linha 3. M2: marcador Lambda DNA/HindIII.  
 
 
 Estes fragmentos amplificados especificamente foram clonados no sítio de 
restrição HindIII do vetor pSecTag2/HygroA. Os insertos foram então submetidos à 
reação de ligação ao vetor e os produtos destas reações de ligação foram usados 
para transformar bactérias eletrocompetentes da estirpe DH5α de E. coli.  
 Após a verificação dos clones que apresentavam a sequência codificadora 
pelo método de PCR de colônia, alguns deles foram escolhidos aleatoriamente e 
foram usados para amplificação e purificação de plasmídeo. Estes plasmídeos 
purificados foram então submetidos à digestão usando a enzima de restrição usada 
na clonagem (HindIII) para verificação da liberação dos insertos de interesse. De 
acordo com a figura 15 pode-se observar que os insertos de interesse foram 



















FIGURA 15 - Análise do perfil da digestão com a endonuclease de restrição 
usada para clonagem do ectodomínio completo e do ectodomínio sem o pró-
domínio de ADAM23 humana em vetor pSecTag2/HygroA. Perfil eletroforético da 
digestão das colônias escolhidas para a construção contendo a sequência codificadora para o 
ectodomínio completo (A) e para o ectodomínio sem o pró-domínio (B). As colônias escolhidas foram 
submetidas à digestão com a endonulease de restrição usada na clonagem HindIII. A banda mais alta 
(maior quantidade de pares de bases) que aparece em todas as digestões corresponde ao plasmídeo 
aberto. As bandas abaixo com migração aproximadamente igual ao marcador de 2027 pb 
corresponde ao inserto codificante para o ectodomínio (A). As bandas com migração um pouco 
abaixo ao marcador de 2027 pb corresponde ao inserto codificante para o ectodomínio sem o pró-
domínio (B). M2: marcador Lambda DNA/HindIII. 
 
 
 Os plasmídeos provenientes dos clones 11 e 22 da construção do 
ectodomínio completo e dos clones 1 e 28 foram sequenciados no laboratório de 
Biologia Molecular e Genômica do Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Câncer. E 
após o sequenciamento, um plasmídeo de cada construção foi usado para a 
obtenção de plasmídeo em larga escala. 
 Células da linhagem HEK 293T foram primeiramente transfectadas com a 
construção do ectodomínio sem o pró-domínio por co-precipitação de fosfato de 
cálcio. Após diferentes tempos de expressão, o meio de cultura foi coletado e 
submetido à cromatografia de afinidade a metal imobilizado. As células também 
foram coletadas e usadas para análise da presença da proteína recombinante no 
extrato celular. 
 O material eluído da resina de Ni-NTA Agarose e o extrato celular foram 




 Para a construção correspondente ao ectodomínio maduro (sem o pró-
domínio) não foi possível observar nenhuma proteína possuidora de 6 histidinas no 
meio de cultura das células. Apenas foi verificada uma banda na altura esperada 
para o ectodomínio sem o pró-domínio no extrato celular (dados não mostrados). 
 O mesmo procedimento foi feito com a construção contendo o ectodomínio 
completo e de acordo com a figura 16A, foi possível verificar que a proteína 
recombinante foi expressa, mas não foi secretada para o meio de cultura (figura 
16A, Meio). No extrato celular (figura 16A, EC) aparecem duas bandas, uma de 
aproximadamente 60 kDa, que provavelmente corresponde à proteína recombinante 
madura após a clivagem do pró-domínio por endopeptidases e, outra de massa um 
pouco maior que corresponde à proteína imatura que não sofreu processamento. A 
presença do pró-domínio poderia ser importante para a conformação correta da 
proteína e auxiliar então na sua secreção (LIU et al., 2009), entretanto, neste caso 
parece que sua presença não melhorou a secreção do ectodomínio para o meio 
extracelular. 
 Para verificar se de fato as bandas que aparecem no extrato de células 
transfectadas com pSecTag2/Hygro-ectodomínio ADAM23 eram específicas, dois 
controles foram testados. Células foram transfectadas com pSecTag2/HygroA e com 
pSecTag2/HygroA-PrPC nas mesmas condições descritas para a transfecção com 
pSecTag2/HygroA-ectodomínio ADAM23. Amostras de meio de cultura e extrato 
celular foram analisadas da mesma forma que foi feita a análise da expressão do 
ectodomínio de ADAM23. Como mostra a figura 16B, as bandas observadas no 
extrato de células transfectadas com o ectodomínio de ADAM23 não aparecem no 
extrato de células transfectadas com o vetor vazio e nem no extrato de células 
transfectadas com o vetor contento a sequência codificadora para PrPC. No meio de 
cultura das células transfectadas com pSecTag2/HygroA-PrPC foi possível observar 



































FIGURA 16 - Análise da expresssão do ectodomínio de ADAM23 em células de 
mamífero HEK 293T. (A) Células transfectadas com pSecTag2/HygroA-ectodomínio ADAM23 
tiveram seu meio coletado após diferentes tempos de expressão (conforme indicado - 24h, 48h e 72h) 
e submetidos à IMAC e com as células foi feito extrato celular. Amostras provenientes da purificação 
do material contido no meio (Meio) e do extrato celular (EC) foram submetidos à reação de Western 
blotting usando o anticorpo anti-5His. Verifica-se a presença de bandas reconhecidas especificamente 
que correpondem ao ectodomínio maduro (banda de massa mais baixa) e ao ectodomínio imaturo 
(banda de massa mais alta) apenas no extrato celular. (B) Células transfectadas com 
pSecTag2/HygroA e pSecTag2/HygroA-PrP
C
 foram analisadas como descrito para 
pSecTag2/HygroA-ectodomínio ADAM23. Verifica-se que não há nenhuma banda reconhecida no 
extrato celular (EC) e no meio das células transfectadas com pSecTag2/HygroA-PrP
C
 foi possível 
purificar PrP
C
 secretado (Meio). C+ e C++ são duas proteínas recombinantes que possuem etiqueta 









4. 3 PRODUÇÃO DE ANTICORPOS POLICLONAIS ESPECÍFICOS PARA A 
PROTEÍNA ADAM23 
 
 A proteína recombinante GST-metaloprotease+desintegrina que ficou nos 
corpos de inclusão após a lise com sarcosil teve sua concentração estimada pela 
comparação com quantidades conhecidas de BSA aplicadas em gel de 
poliacrilamida (dados não mostrados). Os corpos de inclusão contendo a proteína 
recombinante foram submetidos à SDS-PAGE e a banda correspondente a GST-
metaloprotease+desintegrina foi cortada do gel e utilizada para imunizar dois 
coelhos da raça neozelandesa. Após a terceira imunização, os soros dos animais 
foram coletados e testados por Western blotting usando extrato de células HEK 
293T transfectadas com pcDNA3.1-ADAM23-HA. 
 Conforme mostra a figura 17, os anticorpos presentes nos soros dos animais 
R22 e R23 imunizados com a banda correspondente à GST-
metaloprotease+desintegrina não reconheceram a proteína superexpressa em 
células HEK 293T, a qual foi confirmada ter sido expressa adequadamente nessas 













FIGURA 17 - Teste do soro imune dos animais R22 e R23 por Western blotting. 
80 µg de extrato celular da linhagem HEK 293T transfectada com pCDNA3-ADAM23-HA foram 
resolvidos por SDS-PAGE 10% e eletrotransferidos para membranas de nitrocelulose. As membranas 
foram incubadas com os soros dos animais imunizados (R22 e R23) na diluição de 1: 250 e 1: 500. O 
anticorpo comercial anti-HA (diluição 1: 1000) foi empregado como controle positivo.  A membrana foi 
então incubada com anticorpo secundário anti-imunoglobulina de coelho acoplado à HRP. Observa-
se que a proteína ADAM23-HA foi devidamente expressa pelas células sendo reconhecida pelo 
anticorpo anti-HA. No entanto, os anticorpos presentes no soro dos animais não reconhecem a 




 Outra tentativa de produzir anticorpos que reconheçam a proteína ADAM23 
foi realizada usando a proteína 6His-des+cis purificada pela metodologia da lise 
híbrida que apresentou um alto grau de pureza (figura 12). Após a terceira 
imunização dos animais os soros foram testados e titulados por ELISA, usando 
como antígeno a própria proteína recombinante 6His-des+cis (figura 18). De acordo 
com o resultado do ELISA observa-se que os anticorpos presentes no soro tanto do 
animal R33 quanto do animal R35 reconhecem a proteína recombinante. Nenhuma 
reação foi observada quando se empregou o soro pré-imune destes animais. Como 
controle positivo da reação foi utilizado o anticorpo anti-peptídeo desintegrina 
ADAM23 humana (COSTA et al., 2003) que reconhece de maneira específica a 














FIGURA 18 - Teste do soro dos animais R33 e R35 por ELISA de captura de 
anticorpo. Uma alíquota de 0,1 μg de proteína recombinante 6His-des+cis foi adsorvida em cada 
poço. Após a adsorção, os poços foram lavados e bloqueados com BSA. Então, o soro de cada 
animal assim como seu respectivo soro pré-imune foi submetido à diluição seriada iniciando na 
diluição de 1: 100 até chegar em 1: 6400. Absorbância foi lida em 490 nm. Observa-se uma alta 
absorbância proveniente da reação dos anticorpos provenientes do soro imune dos coelhos R33 e 
R35 assim como do controle positivo da reação. Reações não observadas quando empregado o soro 









 Após a confirmação de que os soros reconhecem a proteína recombinante no 
ensaio de ELISA, estes soros foram testados por Western blotting usando a proteína 
recombinante e extratos de células HEK 293T transfectadas com 
pcDNA3.1ADAM23-HA ou com o vetor vazio. A figura 19 mostra que os anticorpos 
presentes nos soros dos animais R33 e R35 reconhecem a proteína recombinante 
(figura 19A) bem como a proteína superexpressa por células HEK 293T (figura 19B). 
Entretanto, também ocorreu o reconhecimento de outros antígenos presentes no 
extrato de HEK 293T, antígenos reconhecidos também por anticorpos presentes no 
















FIGURA 19 - Teste do soro dos animais R33 e R35 por Western blotting. (A) 1 µg 
de proteína recombinante foi resolvido por SDS-PAGE 12% e eletrotransferido para membrana de 
nitrocelulose. As membranas foram incubadas com os soros dos animais imunizados (R33 e R35) na 
diluição de 1: 500. Foi usado soro pré-imune do coelho R33 como controle negativo da reação e o 
anticorpo monoclonal anti-5His foi empregado para o controle positivo. (B) 80 µg de extrato celular da 
linhagem HEK 293T transfectada (ADAM23-HA +) ou não (ADAM23-HA -) com pcDNA3-ADAM23-HA 
foram resolvidos por SDS-PAGE 10% e eletrotransferidos para membranas de nitrocelulose. As 
membranas foram incubadas com os soros dos animais imunizados (R33 e R35) na diluição de 
1:500. O soro pré-imune dos animais foi empregado como controle negativo da reação e o anticorpo 







 Os soros também foram testados por Western blotting usando extrato total de 
encéfalo de camundongo. Como os anticorpos produzidos são policlonais e existe 
uma identidade de 93,5% entre a sequência humana e a murina (baseado no 
alinhamento de sequências múltiplas - ClustalW) estes anticorpos provavelmente 
reconheceriam o antígeno expresso em tecido nervoso murino. 
 No entanto, usando como amostra extrato total de encéfalo de camundongo 
não foi possível verificar nenhuma reação na altura esperada para proteína ADAM23 
(aproximadamente 90 kDa para a forma imatura) (dados não mostrados). 
 Como no experimento acima descrito foi usado extrato total, poderia ser que 
neste tipo de amostra existisse uma quantidade muito pequena de ADAM23, não 
sendo possível a detecção pelos anticorpos presentes nos soros dos animais 
imunizados. Então, na tentativa de enriquecer a quantidade da proteína de interesse 
na amostra de tecido nervoso, realizou-se uma preparação de membrana total a 
partir de encéfalo de camundongo. Neste tipo de preparação há um enriquecimento 
de proteínas de membrana, podendo assim haver uma quantidade maior da proteína 
ADAM23. 
 Usando este tipo de metodologia, observa-se na figura 20 que há quantidades 
da proteína ADAM23 detectáveis na preparação de membrana de encéfalo que foi 
evidenciada pela reação do controle positivo da reação de Western blotting, o 
anticorpo anti-peptídeo desintegrina ADAM23 humana (COSTA et al., 2003). 
Entretanto nenhuma banda na altura esperada é reconhecida pelos anticorpos 
presentes nos soros dos animais R33 e R35. Contudo, foi possível observar que os 
anticorpos presentes tanto no soro imune quanto no soro pré-imune reagem com 




























FIGURA 20 - Teste do soro dos animais R33 e R35 por Western blotting usando 
amostra de preparação de membrana de encéfalo. 80 µg de preparação de membrana 
de encéfalo foram resolvidos por SDS-PAGE 10% e eletrotransferidos para membranas de 
nitrocelulose. As membranas foram incubadas com os soros imune e pré-imune dos animais R33 e 
R35 nas diluições de 1: 250 e 1: 500. Como controle positivo da reação foi usado o anticorpo anti-
peptídeo desintegrina de ADAM23 humana. Observa-se que há quantidades significativas da proteína 
ADAM23 endógena nesta preparação que foi devidamente reconhecida pelo anticorpo usado como 
controle positivo. No entanto, quando empregado os soros dos animais imunizados nenhuma banda 
correspondente a ADAM23 foi observada.  Somente bandas inespecíficas reconhecidas pelos 
anticorpos presente tanto nos soros imunes como nos soros pré-imunes puderam ser observadas.  
 
 Os resultados mostrados aqui demonstram a grande dificulade em produzir 
anticorpos que reconheçam especificamente a proteína ADAM23. 
 Em resumo, os resultados até aqui apresentados indicam que, apesar de 
várias tentativas, houve dificuldades em se obter quantidades significativas da 
proteína ADAM23 pura e solúvel em sistemas heterólogos. Como será visto adiante, 
o domínio recombinante GST-desintegrina, o único que foi produzido com sucesso, 
foi usado em ensaios de ligação in vitro e mostrou-se útil na identificação de uma 
interação direta entre ADAM23 e PrPC. Apesar da falta de ferramentas, a 
investigação da interação entre ADAM23 e PrPC continuou através da utilização de 
metodologias que dispensavam o uso de ADAM23 recombinante pura e solúvel, 
como os ensaios de co-imunoprecipitação (ver resultados adiante). A dificuldade em 




da expressão dessa proteína com uma etiqueta C-terminal de Hemaglutinina (HA) 
em células de mamífero e o uso de anticorpo anti-HA (disponível comercialmente). 
 
 
4. 4 CARACTERIZAÇÃO DA INTERAÇÃO ENTRE A PROTEÍNA ADAM23 E A 
PROTEÍNA PRÍON CELULAR 
 
 Utilizando a metodologia de perfusão transcardíaca tempo-controlado para 
manutenção das interações protéicas que ocorrem em tecidos complexos tais como 
o encéfalo, Schmitt-Ulms e colaboradores (2004) descreveram mais de 20 proteínas 
que residem na vizinhança dos micro-ambientes onde PrPC é encontrado. Dentre 
estas proteínas, a proteína ADAM23 foi encontrada na vizinhança de PrPC. Embora 
este trabalho tenha mostrado que ADAM23 e PrPC estão localizadas no mesmo 
micro-ambiente da membrana celular, nenhuma interação direta ou indireta entre 
essas duas proteínas havia sido demonstrada. Resultados anteriores do nosso 
grupo (COSTA, 2007) evidenciaram parcialmente a existência da interação in vitro 
entre ADAM23 e PrPC. 
 Estes resultados foram obtidos através da co-imunoprecipitação de ADAM23-
HA a partir da imunoprecipitação de GFP-PrPC, ambas as proteínas presentes no 
extrato protéico de células HEK 293T co-transfectadas com os vetores de expressão 
pEGFP-PrP
C
 e pcDNA3.1-ADAM23-HA. Além disso, ensaios de pull-down 
mostraram que tanto GFP-PrPC superexpresso por HEK 293T quanto PrPC 
endógeno presente no tecido nervoso podem interagir in vitro com a proteína 
recombinante 6His-ADAM23 murina (domínios metaloprotease e desintegrina). 
 Com intuito de confirmar os resultados obtidos previamente (COSTA, 2007), 
ensaios de co-imunoprecipitação foram realizados usando outra construção para 
expressão de PrPC em células de mamífero sem a proteína de fusão GFP. Extratos 
protéicos provenientes de células co-transfectadas com os vetores de expressão 
pcDNA3.1PrPC e pcDNA3.1 ADAM23-HA (figura 21, Input) foram submetidos a 
imunoprecipitação com anticorpos policlonais que reconhecem a proteína príon 
celular. As proteínas presentes nos imunocomplexos foram eluídas da matriz sólida 
de proteínas A/G sepharose e analisadas por Western blotting usando os anticorpos 
anti-HA e anti-PrPC. O resultado mostra que ADAM23-HA foi recuperada das 




PrPC (figura 21, IP), reação evidenciada usando o anticorpo anti-HA que reconhece 
uma banda de aproximadamente 100 kDa correspondente à proteína ADAM23-HA 
(figura 21, painel superior). No entanto esta reação não foi observada quando o 
extrato celular foi incubado com soro normal de camundongo. Esta mesma 
membrana foi reagida com anticorpo anti-PrPC , confirmando a presença de PrPC 
imunoprecipitado (banda de aproximadamente 35 kDa, fig. 21, painel inferior) na 
mesma amostra em que ADAM23-HA foi recuperada. Isso indica que é necessário 











FIGURA 21 - ADAM23-HA e PrPC superexpressos em células HEK 293T podem 
ser co-imunoprecipitados. Extratos de células HEK 293T co-transfectadas com pcDNA3.1-
ADAM23-HA e pCDNA3.1-PrP
C
 (Input) foram separados por SDS-PAGE para verificar a eficiência da 
transfecção, a qual foi confirmada pela reação de Western blotting (Input). O lisado celular foi 
submetido à reação de imunoprecipitação (IP) com anticorpos anti-PrP
C
 ou soro normal de 
camundongo não imunizado (SN, controle negativo). As proteínas imunoprecipitadas foram 
analisadas por Western blotting com anti-HA (painel superior). A mesma membrana foi reagida com 
anti-PrP
C
 (painel inferior) para confirmar que PrP
C




 Demonstrada a interação in vitro a partir das proteínas superexpressas em 
células HEK 293T, resolveu-se investigar se esta interação era também observada a 
partir das proteínas ADAM23 e PrPC presentes no tecido nervoso. 
 Foram realizados ensaios de co-imunoprecipitação a partir de amostras de 
extrato total de encéfalo de camundongo submetidas à imunoprecipitação com 
anticorpos anti-PrPC. Como mostra a reação de Western blotting usando anticorpo 
anti-peptídeo desintegrina ADAM23 humana (COSTA et al., 2003), uma banda na 
altura correspondente à molécula imatura de ADAM23 murina (aproximadamente 90 




(figura 22). Nenhuma banda correspondente foi reconhecida pelo anticorpo no 
material imunoprecipitado somente com soro normal de camundongo (SN, controle 
negativo da reação). A mesma membrana foi reagida com anti-PrPC para confirmar 










FIGURA 22 - ADAM23 e PrPC presentes no tecido nervoso podem ser co-
imunoprecipitados. Extrato total de encéfalo de camundongo foi submetido à reação de 
imunoprecipitação (IP) com anticorpo anti-PrP
C
 ou soro normal de camundongo (SN, controle 
negativo). As proteínas imunoprecipitadas foram analisadas por Western blotting com o anticorpo 
anti-peptídeo desintegrina ADAM23 humana (painel superior). A mesma membrana foi reagida com 
anti-PrP
C
 (painel inferior) para confirmar que PrP
C
 foi imunoprecipitado durante a reação. 
 
 
 Estes resultados mais uma vez demonstram uma interação específica in vitro 
entre ADAM23 e PrPC. Entretanto, eles não são capazes de mostrar se esta 
interação é direta ou é indireta (mediada por outras moléculas), pois as 
metodologias utilizadas até agora (co-imunoprecipitação e pull-down com extratos 
protéicos) não excluem a possibilidade desta interação ser dependente de outras 
moléculas. 
 Para investigar se a interação poderia ocorrer diretamente entre ADAM23 e 
PrP
C
 realizou-se o ensaio de ligação, no qual apenas proteínas recombinantes 
purificadas foram utilizadas (6His-PrP
C e GST-desintegrina). Neste ensaio, a proteína 
recombinante GST-desintegrina (GST-des) foi previamente adsorvida em placas de 
96 poços, seguida do bloqueio com BSA. Posteriormente, foram adicionadas 
quantidades crescentes de 6His-PrP
C (0,025 - 0,750 μg) nos poços onde havia GST-
desintegrina imobilizada ou apenas GST (controle negativo). Após a incubação de 
16 horas seguiu-se com a reação usando anticorpos anti-PrPC para detectar 6His-





C liga-se à GST-desintegrina de maneira específica e direta. 
Levando em consideração que neste ensaio apenas usou-se o domínio desintegrina 
de ADAM23, pode-se inferir que este domínio deve ser o responsável pela interação. 
No entanto, não se pode descartar a possibilidade de haver outros domínios que 
















FIGURA 23 - Interação direta entre GST-ADAM23 domínio desintegrina e 6His-
PrPC. Ensaio de ligação no qual diferentes concentrações de 6His-PrP
C
 foram incubada sobre GST-
ADAM23 domínio desintegrina (GST-des) ou somente GST (controle negativo). A análise de 6His-
PrP
C
 ligado foi feita usando o anticorpo anti-PrP
C 
seguida da reação com anti-IgG de camundongo 
acoplado a peroxidase e a absorbância foi mensurada à 490 nm. * diferença significativa com relação 
ao controle negativo p< 0.01, Student´s t-test (gráfico representativo de 6 ensaios independentes). 
 
 
 Estes resultados juntamente com os dados já apresentados na dissertação de 
mestrado (COSTA, 2007) caracterizam a interação in vitro entre ADAM23 e PrPC, 
possibilitando a publicação destes resultados (COSTA et al., 2009). 
 Com a caracterização da interação ADAM23/PrPC demonstrada, o próximo 
passo foi verificar qual seria o significado biológico desta associação protéica. 
 O domínio desintegrina das ADAMs tem sido descrito como responsável pelas 
interações proteína-proteína e tendo como principais parceiros as integrinas. 
Levando em consideração que estas interações atuam na regulação da adesão 
celular (SEALS & COURTNEIDGE, 2004; YANG et al., 2006; ROCKS et al., 2008), 




 Para verificar o papel desta interação na adesão celular, foram utilizadas 
algumas ferramentas como a proteína recombinante 6His-PrP
C e células da linhagem 
MDA-MB-435 knockdown para ADAM23 (VERBISCK et al. 2009). Ensaios foram 
realizados usando 6His-PrP
C como molécula adesiva. Foi possível observar que a 
adesão sobre 6His-PrP
C dos clones que são knockdown para ADAM23 (clones B e 
















FIGURA 24 - Análise da adesão celular da linhagem 435 selvagem (WT) e dos 
clones knockdown para ADAM23 (clones B e C) sobre 6His-PrP
C. 105 células de 
cada linhagem foram plaqueadas em poços previamente tratados com 20 µg de 6His-PrP
C
 (totalizando 
seis poços para cada linhagem) e incubadas durante duas horas para que ocorresse a adesão. Os 
poços foram lavados para remoção das células não aderidas. As células que permaneceram aderidas 
foram coradas e, o corante foi subsequente extraído para mensuração da absorbância. Observa-se 
que a adesão sobre 6His-PrP
C 
dos clones que não expressam ADAM23 (clones B e C) é diminuída 
em relação ao tipo selvagem (WT). A análise estatística foi realizada usando one-way ANOVA com 
Tukey´s post hoc test (GraphPad Prism software). a indica p<0,05 com relação à linhagem selvagem 







 Este resultado sugere que a interação ADAM23/PrPC possa atuar na 
modulação de processos de adesão. Para investigar melhor o papel desta interação 
neste tipo de função biológica seriam necessárias outras ferramentas, dentre as 
quais anticorpos anti-ADAM23 que reconheçam este antígeno na sua forma nativa, 
forma esta encontrada quando células estão estruturalmente intactas e viáveis. 
Infelizmente, o grupo ainda não dispõe deste reagente. 
 Assim sendo, outras abordagens para verificar a função da interação entre 
ADAM23 e PrPC foram conduzidas. 
 Sabendo que PrPC é uma molécula residente de lipid rafts (revisado por 
HOOPER et al., 2008) e ADAM23 está na vizinhança dos microdomínios onde se 
encontra PrPC (SCHMITT-ULMS et al., 2004), resolveu-se verificar o padrão de 
localização desta moléculas em preparações de lipid rafts por flutuação dos 
complexos insolúveis em Triton-X100 em gradiente de Nycodenz (NASLAVSKY et 
al., 1997; KESHET et al., 2000).  
 Nesta metodologia para preparação de lipid rafts, os microdomínios ricos em 
colesterol e glicoesfingolipídeos que são insolúveis em Triton X-100 são encontrados 
nas frações de menor densidade de Nycodenz (retiradas no topo do tubo de 
ultracentrifugação) e as demais regiões de membrana que são solúveis em Triton X-
100 e a fração citoplasmática encontram-se nas frações de maior densidade do 
gradiente (retiradas sequencialmente em direção ao fundo do tubo). 
 Primeiramente, realizou-se a padronização desta metodologia usando 
encéfalo de camundongo (como descrito por NASLAVSKY et al., 1997 e KESHET et 
al., 2000) e células da linhagem HEK 293T transfectadas com pEGFP-PrPC. De 
acordo com a figura 25, a padronização de preparação de lipid rafts foi bem 
sucedida. Tanto proteína príon celular endógena quanto a quimera protéica GFP-
PrPC foram encontradas nas frações de menor densidade de Nycodenz, que 
correspondem aos lipid rafts, como já descrito por vários grupos (NASLAVSKY et al., 



























FIGURA 25 - Padronização da técnica de preparação de lipid rafts por flutuação 
dos complexos insolúveis em Triton X-100 em gradiente de Nycodenz. (A e B) 
Um encéfalo de camundongo foi submetido à preparação de lipid rafts por flutuação dos complexos 
insolúveis em Triton-X100. O tecido foi dissociado em tampão TNE gelado. Um gradiente linear de 
35-8% de Nycodenz foi sobreposto ao lisado. Os tubos foram centrifugados 300000 xg por 4h a 4°C. 
Treze frações foram coletadas a partir do topo até o fundo do tubo. (A) O perfil eletroforético de cada 
uma das 13 frações foi analisado por SDS-PAGE 10%. (B) As frações foram analisadas por Western 
blotting usando o anticorpo anti-PrP
C
. (C e D) Células HEK 293T transfectadas com pEGFP-PrP
C
 
foram submetidas à prepração de lipid rafts. (C) O perfil eletroforético de cada uma das 13 frações foi 
analisado por SDS-PAGE 10%. (D) As frações foram analisadas por Western blotting usando o 
anticorpo anti-GFP. PrP
C
 foi encontrado nas frações de menor densidade de Nycodenz que 














 Após a padronização da separação de lipid rafts realizada em nosso 
laboratório, iniciou-se uma investigação para determinar se a interação 
ADAM23/PrPC tinha alguma relação na distribuição das mesmas na membrana 
celular. Para isso, células da linhagem HEK 293T foram transfectadas com os 
plasmídeos de interesse (conforme mostra a figura 26A). Após 48 horas da 
transfecção, as células foram submetidas à preparação de lipid rafts e as treze 
frações coletadas de cada amostra das diferentes transfecções foram analisadas por 
Western blotting (figura 26A). 
 Quando as células foram co-transfectadas com pcDNA3.1-ADAM23-HA e 
com o plasmídeo controle pEGFP (condição 1), ADAM23-HA somente pôde ser 
detectada nas frações de maior densidade de Nycodenz, correspondentes às 
frações solúveis em Triton X-100, ou seja, as frações que não correspondem aos 
lipid rafts (painel a, anti-HA). A proteína GFP (painel c, anti-GFP) também foi 
detectada nas mesmas frações de ADAM23-HA. No painel b, observa-se que a 
preparação foi realizada adequadamente pela marcação de flotilina 1 (anti-flotilina 
1), que é uma molécula residente de lipid rafts (LANGHORST et al., 2005) e neste 
ensaio foi usada como controle das preparações. 
 Células co-transfectadas com pcDNA3.1 e pEGFP-PrPC (condição 2) tiveram 
GFP-PrPC detectado apenas nas frações de menor densidade de Nycodenz, 
indicando sua presença em lipid rafts (painel d, anti-GFP). 
 Quando as células foram co-transfectadas com pcDNA3.1-ADAM23-HA e 
pEGFP-PrPC (condição 3), observa-se que ADAM23-HA está presente tanto nas 
frações solúveis em Triton X-100, bem como nas frações insolúveis em Triton X-100, 
que correspondem às frações com menor densidade de Nycodenz e são 
caracterizadas como frações de lipid rafts (painel d, anti-HA). Como controle desta 
preparação mais uma vez utilizou-se a marcação de flotilina 1 (painel g) que se 
manteve igual na preparação proveniente de células transfectadas somente com 
pcDNA3.1-ADAM23-HA. Neste caso, o próprio GFP-PrPC também pode ser 
considerado como marcador de lipid rafts (painel f). 
 De acordo com a figura 26B, observa-se que a quantidade total de ADAM23-
HA é mantida nas duas condições transfecções (condição 1 e 3), evidenciando que 
a presença de GFP-PrPC não aumenta a expressão dessa molécula, apesar de 




































FIGURA 26 - Avaliação da distribuição das proteínas ADAM23-HA e GFP-PrPC 
expressas por HEK 293T em preparações de lipid rafts. (A) Células HEK 293T foram 
co-transfectadas com os plasmídeo pcDNA3.1-ADAM23-HA e pEGFP (condição 1) (painéis a, b e c) 
ou com os plasmídeo pEGFP-PrP
C 
e pcDNA3.1 (condição 2) (painel d) ou co-transfectadas com os 
plasmídeo pcDNA3.1-ADAM23-HA e pEGFP-PrP
C
 (condição 3) (painéis e, f e g). As células 
transfectadas foram submetidas à preparação de lipid rafts por flutuação dos complexos insolúveis 
em Triton-X100 em gradiente de Nycodenz. As frações coletadas foram analisadas por Western 




gradiente que estão mais para o fundo do tubo e que correspondem às frações solúveis em Triton-
X100 (painel a, anti-HA). GFP foi encontrado nas mesmas frações que ADAM23-HA (painel b, anti 
GFP). GFP-PrP
C
 e flotilina 1 foram detectadas nas frações de baixa densidade do gradiente, 
correspondentes as regiões insolúveis em Triton-X100 ou, frações de lipid rafts (painéis d e f, anti-
GFP e painéis b e g, anti-flotilina 1). Quando as células foram co-transfectadas com pEGFP-PrP
C
 e 
pcDNA-ADAM23-HA observa-se um deslocamento de ADAM23-HA para as regiões de rafts (painel e, 
anti-HA). No entanto, o padrão de flotilina foi mantido (painel g, anti-flotilina 1). Nesta condição GFP-
PrP
C 
permanece nas regiões de rafts (painel f, anti- GFP). (B) 80 μg de extrato total de células 
submetidas às transfecções descritas acima foram reagidas com anti-HA e anti-GFP em ensaio de 
Western blotting. Verifica-se que a quantidade total de ADAM23-HA é igual nas duas condições (1 e 
3), assim como, a quantidade de GFP-PrP
C




 Para quantificar ADAM23-HA presente nos lipids rafts, amostras provenientes 
de células transfectadas pcDNA3.1-ADAM23-HA e pEGFP-PrPC ou com o 
plasmídeo controle pEGFP foram separadas em frações de lipid rafts (figua 27A, 
frações 2 a 6 ) e frações não lipid rafts (figura 27 B, frações 9 a 13) e destas 
combinações foram aplicados no gel 25 μl de cada amostra (aproximadamente 40 
μg de proteína de cada condição). ADAM23-HA foi detectada usando o anticorpo 
anti-HA (painéis superiores) e GFP-PrPC detectado com o anticorpo anti-GFP 
(painéis inferiores). De acordo com a figura 27, ADAM23-HA foi principalmente 
detectada nas frações correspondentes aos lipid rafts quando GFP-PrPC também era 
expresso (figura 27A, A23+GFP-PrPC). Uma pequena quantidade de ADAM23-HA 
também foi detectada nas preparações provenientes das células que expressam 
somente GFP. Entretanto, nas células que expressam GFP-PrPC a quantidade de 
ADAM23-HA foi aumentada em aproximadamente 50% com relação às células que 
somente expressavam GFP (figura 27A, gráfico). No entanto, a quantidade de 
flotilina 1 se manteve em ambas as condições. Quando se comparam as 
quantidades de ADAM23-HA nas frações que não correspondem aos lipid rafts, 
observa-se que não existe diferença entre as quantidades de ADAM23-HA 































FIGURA 27 - Influência de GFP-PrPC no deslocamento de ADAM23-HA para 
regiões de lipid rafts. (A) Amostras correspondentes às frações de lipid rafts e de (B) não rafts 
das condições descritas na figura 26 foram analisadas por Western blotting com anti-HA e as bandas 
foram densitometradas usando programa ImageJ. Observa-se um aumento de aproximadamente 
50% de ADAM23-HA na amostra de rafts quando GFP-PrP
C
 está presente (gráfico da esquerda). A 
reação foi normalizada pela detecção de flotilina 1 que não apresenta diferença nas amostras de rafts 
analisadas. Não há diferenças de quantidade de ADAM23-HA nas frações que não correspondem a 
lipid rafts (gráfico da direita). * diferença significativa com relação ao controle transfectado somente 
com o vetor pEGFP p< 0.01, Student´s t-test. 
 
 
 Outras linhagens (HeLa e MDA-MB-435) que superexpressavam ADAM23-HA 
decorrente de transfecção estável com o plasmídeo pcDNA3.1-ADAM23-HA foram 
submetidas a mesma preparação de lipid rafts usada para células HEK 293T. Nestas 
linhagens observa-se que ADAM23-HA mantém sua distribuição em frações de 
maior densidade de Nycodenz (figura 28), assim como ocorria com as células HEK 














FIGURA 28 - Localização de ADAM23-HA em linhagens transfectadas 
permanentemente com pcDNA3.1-ADAM23-HA. Células da linhagem 435 e HeLa 
transfectadas permanentemente apresentam como padrão de localização de ADAM23-HA regiões 
que não correspondem aos lipid rafts. 
 
 
 Estes resultados sugerem que ADAM23 parece migrar para regiões de lipid 
rafts na presença de PrPC superexpresso. Assim, o papel dos lipid rafts na interação 
destas duas proteínas foi sequencialmente investigado. 
 Na tentativa de verificar se os lipid rafts eram cruciais para a manutenção da 
interação ADAM23/PrPC em células HEK 293T, ensaios de co-imunoprecipitação 
foram realizados empregado-se células tratadas com methyl-β-cyclodextrin, um 
reagente que promove a depleção de colesterol e consequentemente, dissociação 
dos lipid rafts (TAYLOR et al., 2005; TELLIER et al., 2006). Neste ensaio, células co-
transfectadas com pcDNA3.1-ADAM23-HA e pEGFP-PrPC foram tratadas ou não 
com methyl-β-cyclodextrin e os extratos protéicos submetidos à reação de 
imunoprecipitação com anticorpos anti-PrPC. 
 De acordo com a figura 29A, ADAM23-HA foi co-imunoprecipitada a partir da 
imunoprecipitação de GFP-PrPC tanto na amostra que foi submetida à depleção de 
colesterol pelo tratamento com methyl-β-cyclodextrin (+ MβCD), como na amostra 
que não foi submetida a este procedimento (- MβCD). A eficiência do tratamento 
com a droga pode ser observada pela distribuição de GFP-PrPC fora dos lipid rafts 





























FIGURA 29 - Papel dos lipid rafts na interação de ADAM23-HA e GFP-PrPC. (A) 
Células HEK 293T co-transfectadas com ADAM23-HA e GFP-PrP
C
 (Input) foram tratadas com methyl-
β-cyclodextrin (+MβCD) ou não (-MβCD). Após o tratamento, as células foram lisadas e os extratos 




). Amostras imunoprecipitadas foram 
reagidas com os anticorpos anti-HA (painel superior) e anti-GFP (painel inferior). Observa-se que 
ocorreu a co-imunoprecipitação de ADAM23-HA independente do tratamento com MβCD. Nenhuma 
reação inespecífica foi observada nos extratos imunoprecipitados com soro normal de camundongo 
(SN). (B) Preparação de lipid rafts a partir das amostras tratadas ou não com MβCD. Observa-se que 
o tratamento com MβCD foi eficaz na desorganização de lipid rafts e nestas amostras GFP-PrP
C
 é 









 Com este resultado conclui-se que a interação ADAM23/PrPC observada não 
é dependente dos microdomínios de membrana, os lipid rafts. Assim, resolveu-se 
investigar outras possíveis funções para esta interação. 
 A figura 26 mostra que além de ADAM23-HA movimentar-se para as regiões 
de lipid rafts na presença de GFP-PrPC também existe uma diferença na quantidade 
de GFP-PrPC detectável nos lipids rafts quando ADAM23-HA também é expressa na 
mesma célula. 
 PrPC é descrito como uma molécula residente de lipid rafts (revisado por 
HOOPER et al., 2008). Dados reportados por Taylor e colaboradores (2005) 
demonstram que PrPC superexpresso em neuroblastoma humano SHSY-5Y é 
endocitado via clatrina quando ligado ao íon cobre, embora  PrPC seja uma molécula 
de lipid rafts. Uma possível hipótese para explicar este fato é proposta por Hooper e 
colaboradores (2008). De acordo com esta hipótese, PrPC seria uma molécula que 
localiza-se na região de transição de regiões entre lipid rafts e não rafts, sendo 
mantido nos rafts pela interação com outra molécula residente destes domínios. 
Quando ligado ao cobre, PrPC mudaria sua conformação e deixaria de interagir com 
a proteína que o mantém nos lipid rafst, sendo deslocado para regiões de não rafts e 
então, seria endocitado via clatrina (HOOPER et al., 2008). 
 A primeira hipótese que surgiu foi a possibilidade de ADAM23 não permitir a 
saída de PrPC dos rafts evitando que ele seja endocitado pela via endocítica 
dependente de clatrina. Sendo assim, primeiramente verificou-se se em células HEK 
293T era possível identificar esta movimentação de GFP-PrPC após o tratamento 
com cobre. Após a transfecção com GFP-PrPC, células HEK 293T foram submetidas 
ao tratamento com 500 μM CuSO4 por 30 minutos a 37°C e, em seguida foi realizada 
a preparação de lipid rafts. De acordo com a figura 30, o tratamento com cobre não 
foi eficiente na movimentação de GFP-PrPC para fora dos microdomínios. Assim, 
essa metodologia não pôde ser empregada para verificar o papel de ADAM23 em 






















FIGURA 30 - Verificação da movimentação de GFP-PrPC para fora dos lipid rafts 
em células HEK 293T após tratamento com cobre. Células HEK 293T transfectadas 
com GFP-PrP
C 
foram tratadas com cobre (+ cobre) ou não (- cobre). Em seguida as células foram 
submetidas à preparação de lipid rafts. Todas as amostras provenientes das preparações foram 
reagidas com anticorpo anti-GFP. Verifica-se que as células que foram tratadas com cobre não 
apresentaram movimentação de GFP-PrP
C




 Como o ensaio descrito acima não alterou a distribuição de PrPC na 
membrana de células HEK 293T, outro ensaio foi empregado para testar a hipótese 
da regulação de ADAM23 no tráfego de GFP-PrP
C
. Células HEK 293T co-
transfectadas com pEGFP-PrPC e pCDNA3.1 ou  pEGFP-PrPC e pCDNA3.1-
ADAM23-HA tiveram suas proteínas de superfície marcadas com biotina através do 
tratamento com Sulfo- NHS-LC-Biotin por 1 hora a 4°C (essa temperatura foi usada 
para evitar a endocitose de moléculas biotiniladas). Posteriormente as células foram 
incubadas com 500 μM CuSO4 por 30 minutos a 37ºC para que ocorresse a 
endocitose de PrPC como descrito por Sumudhu e colaboradores (2001). Após a 
incubação com o CuSO4, as células foram tratadas com tripsina/EDTA para remoção 
das proteínas de superfície que não foram internalizadas e então as células foram 
lisadas. Quantidades iguais de extrato protéico foram submetidas à 
imunoprecipitação com anticorpos anti-PrPC. Para visualização apenas do PrPC que 
foi biotinilado (i.e. endocitado) a membrana foi reagida com extravidina-HRP, que 




 De acordo com a figura 31A, o tratamento com cobre foi eficiente para 
promover a endocitose de GFP-PrPC (banda de aproximadamente 60 kDa). Além 
disso, observa-se que a linhagem HEK 293T expressa endogenamente PrPC (banda 
visualizada na altura de aproximadamente 35 kDa) e que este PrPC endógeno 
também é endocitado na presença de íons cobre.  
 A figura 31B mostra que as células que expressam ADAM23-HA pode ser 


















FIGURA 31 - Papel de ADAM23 na endocitose de PrPC. (A) Células HEK 293T 
transfectadas com GFP-PrP
C
 foram tratadas com biotina, íons cobre e tripsina conforme indicado na 
figura. Após estes tratamentos, foi feito extrato das células submetidas às diferentes condições, 
seguida da imunoprecipitação com anti-PrP
C
. A membrana foi reagida com extravidina-HRP, 
evidenciando somente proteínas marcadas com biotina e endocitadas. Verifica-se que o tratamento 
com cobre promoveu a endocitose de PrP
C
. (B) Células co-transfectadas com GFP-PrP
C
 e ADAM23-
HA (pcDNA-ADAM23-HA) ou com o vetor vazio (pcDNA) foram submetidas ao procedimento de 
endocitose mediada por cobre e seguida da imunoprecipitação com anti-PrP
C
. Observa-se que nas 




 endógeno é diminuída 





 endógeno foram densitometradas usando programa ImageJ. (blotting 
representativo de 3 ensaios independentes, * diferença significativa com relação ao controle 






 Os resultados aqui apresentados sugerem a participação de ADAM23 no 
tráfego de moléculas, em particular a proteína príon celular. Sendo assim, novas 
perspectivas podem ser abordadas no que diz respeito às funções biológicas 







5. 1 EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DE ADAM23 RECOMBINANTE 
 
 Para que fosse possível investigar a interação entre ADAM23 e PrPC e o 
papel biológico desta interação, foco do presente trabalho, foi preciso produzir 
ferramentas que possibilitassem este estudo. Como não estão disponíveis 
anticorpos comerciais para a ADAM23, uma das ferramentas importantes para o 
desenvolvimento deste trabalho, foi necessária a produção dos mesmos. Para isso, 
primeiramente houve necessidade de produzir uma proteína recombinante ADAM23, 
que seria então utilizada em imunizações e também poderia ser empregadas em 
ensaios bioquímicos e funcionais. Durante o desenvolvimento deste trabalho 
diversas construções da proteína ADAM23 foram feitas com a finalidade de resolver 
problemas de expressão e purificação encontrados. 
 Inicialmente escolheu-se o sistema pGEX para expressão heteróloga em E. 
coli. Neste sistema a proteína de interesse apresenta-se fusionada a proteína 
glutationa S-transferase (GST) de Schistossoma japonicum que possui massa de 27 
kDa e que liga-se com alta afinidade e de maneira reversível a matrizes de afinidade 
contendo glutationa. Além disso, este sistema de fusão também pode favorecer a 
solubilidade da proteína recombinante de interesse (SAMBROOK et al., 2001; 
HAMMARSTROM et al., 2002). 
 A partir da inserção do fragmento de DNA que codifica para o domínio 
metaloprotease (construção 1) da proteína ADAM23 humana, do fragmento que 
codifica para o domínio desintegrina (construção 2) e do fragmento que codifica os 
dois domínios citados (construção 3) no vetor de expressão pGEX-2T, iniciaram-se 
as expressões e purificações da proteínas recombinantes em sistema pGEX. De 
acordo com a figura 5, observa-se que todas as construções foram expressas 
adequadamente utilizando a estirpe de E. coli DH5α. 
 A purificação destas proteínas foi inicialmente realizada seguindo o protocolo 
para lise nativa já estabelecido para este tipo de vetor (ver GST Gene Fusion 
System Handbook). De acordo com a figura 6, somente a purificação da proteína 
GST-desintegrina foi bem sucedida e grandes quantidades de proteína 
recombinante puderam ser obtidas (~ 10 mg/ litro de cultura) e com um alto grau de 




puderam ser purificadas com o mesmo rendimento que a construção GST-
desintegrina, isto porque essas duas construções formam corpos de inclusão e são 
encontradas na fração insolúvel do lisado (figura 6B e 6C), não sendo recuperadas 
apenas pela lise mecânica ou pela utilização de detergentes não iônicos como o 
Triton X-100. Embora a fusão à GST seja usada para promover a solubilização das 
proteínas recombinantes, muitas vezes a solubilidade desejada não é alcançada e 
as proteínas recombinantes fusionadas à GST acabam por formar os corpos de 
inclusão. 
 O mecanismo exato pelo qual se formam os corpos de inclusão não é 
totalmente conhecido e deve variar de acordo com diferentes proteínas-alvo e com 
as condições de expressão. Sabe-se que estas estruturas são consequência dos 
altos níveis de expressão e ausência de um dobramento correto que levam a 
exposição de regiões hidrofóbicas e formação de agregados insolúveis. Estas 
estruturas são normalmente formadas durante a expressão de genes heterólogos, 
principalmente de mamíferos e de vírus (RUDOLPH & LILIE, 1996; BARNEYX & 
MUJACIC, 2004; VENTURA & VILLAVERDE, 2006). 
 Análises de proteômica mostram que os corpos de inclusão são bastante 
homogêneos e são formados quase que exclusivamente (aproximadamente 90%) 
pelo produto recombinante (VENTURA & VILLAVERDE, 2006). Assim sendo, a 
expressão de proteínas recombinantes como corpos de inclusão pode em alguns 
casos ser vantajoso, pois permite que uma grande quantidade da proteína de 
interesse produzida na bactéria fique protegida da degradação proteolítica. 
Entretanto, proteínas que formam corpos de inclusão na maioria das vezes não 
apresentam atividade biológica e necessitam de métodos elaborados de 
solubilização, purificação e redobramento para que a proteína possa ser recuperada 
com a atividade biológica esperada (CLARK, 1998; BARNEYX & MUJACIC, 2004; 
SINGH & PANDA, 2005; VENTURA & VILLAVERDE, 2006). 
 Sabendo que a formação de corpos de inclusão é consequência dos altos 
níveis de expressão, a primeira tentativa de se obter as proteínas de interesse na 
forma solúvel foi introduzir alterações no protocolo original de expressão. A 
diminuição dos níveis de expressão pela diminuição da concentração do agente 
indutor e da temperatura das culturas durante a indução são modificações que 
muitas vezes resolvem o problema de insolubilidade (RUDOLPH & LILIE, 1996; 




modificações no protocolo de expressão foram então realizadas, sendo elas a 
diminuição da temperatura de expressão de 30°C para 20°C e diminuição da 
concentração do agente indutor (IPTG) de 0,1 mM para 0,05 mM. Entretanto, a 
diminuição nos níveis de expressão não afetou na solubilidade das proteínas de 
interesse, permanecendo estas nos corpos de inclusão (dados não mostrados). 
 A próxima tentativa foi usar metodologias de solubilização para recuperar as 
proteínas presentes nos corpos de inclusão. No caso de proteínas fusionadas à 
GST, onde a purificação pela matriz cromatográfica glutathiona sepharose 4B é 
dependente de conformação, concentrações altas de determinados agentes 
caotrópicos usados com êxito para solubilizar corpos de inclusão tais como 
hidrocloreto de guanidina (6 M) e uréia (8 M) não seriam compatíveis com a 
purificação. Entretanto, alguns trabalhos mostram que uréia quando usada na 
concentração de 3 M pode promover alguma solubilização e manter algum tipo de 
conformação, assim como o detergente aniônico sarcosil (CLARK, 1998; 
FRANGIONI & NEEL, 1993; TSUMOTO et al., 2003, BURGEES, 2009). 
 Nas purificações em que foram utilizadas o agente solubilizador uréia na 
concentração de 3 M, nenhuma proteína recombinante foi recuperada da fração 
insolúvel do lisado (dados não mostrados), evidenciando que esta baixa 
concentração de uréia não foi capaz de solubilizar os corpos de inclusão formados 
por GST-metaloprotease e GST-met+desintegrina. 
 Uma segunda tentativa de solubilizar os corpos de inclusão foi realizada 
empregando-se sarcosil. Este detergente aniônico foi capaz de solubilizar parte da 
proteína recombinante presente nos corpos de inclusão como mostra a figura 8. No 
entanto, constatou-se que a proteína não pôde ser eluída da resina de glutathiona 
sepharose 4B. Como as lavagens foram realizadas na ausência do sarcosil é 
possível que tenha ocorrido à precipitação da proteína recombinante pela retirada 
drástica do agente caotrópico. Frangioni e Neel (1993) discutem que algumas 
proteínas após terem sido solubilizadas com sarcosil falharam ao serem eluídas da 
matriz de glutathiona sepharose. A resposta para a não eluição destas proteínas 
estaria no fato delas formarem interações hidrofóbicas inespecíficas, o que impediria 
a eluição pela glutationa livre. 
 Outras possibilidades poderiam ser empregadas para melhorar a solubilidade 
da proteína de interesse. Uma delas seria a co-expressão de uma combinação de 




que atuam nos corpos de inclusão favorecendo a desagregação de complexos de 
proteínas (RINAS et al., 2007; HAACKE et al., 2009). Outra possibilidade seria 
mudar o sistema de proteína de fusão. Outras proteínas de fusão tais como Trx 
(thiorredoxina), NusA e MBP (proteína ligante de maltose) têm sido empregadas com 
sucesso promovendo uma maior solubilização das proteínas a elas fusionadas 
(HAMMARSTROM et al., 2002; DYSON et al., 2004). Alguns trabalhos mostram que 
a fusão a SUMO (small ubiquitin modifying protein) pode melhorar 
consideravelmente a solubilidade da proteína recombinante. Além disso, SUMO é 
facilmente clivada da proteína de interesse o que em muitos casos não ocorre com 
outras proteínas de fusão (BUTT et al., 2005; WANG et al., 2010). 
 Resultados anteriores já haviam mostrado que o emprego de outra proteína 
de fusão, no caso Trx, não favoreceu a solubilidade dos domínios metaloprotease e 
desintegrina murina clonados em pET-32a (COSTA, 2007). 
 Análises realizadas com auxílio de um programa que calcula a probabilidade 
de uma proteína ser insolúvel quando expressa no citoplasma de E. coli (indicador 
de Wilkinson/Harrison) mostraram que o domínio metaloprotease apresenta uma alta 
probabilidade de ser insolúvel quando expresso nesse sistema (Quadro 1). Além 
disso, o domínio metaloprotease apresenta mais de 5 grupos de três ou mais 
aminoácidos hidrofóbicos adjacentes ou muito próximos, sendo esta uma 
característica que tem sido correlacionada com a insolubilidade de proteínas 
recombinantes expressas em E. coli (DYSON et al., 2004). Já os domínios 
desintegrina e rico em cisteína não apresentam probabilidade tão alta de serem 
insolúveis em E. coli quanto o domínio metaloprotease. Além disso, uma análise na 
sequência de aminoácidos desses outros domínios demonstrou que existem poucas 
regiões de aminoácidos hidrofóbicos agrupados. 
 Sendo o domínio metaloprotease o maior responsável pela insolubilidade da 
proteína, resolveu-se então fazer uma construção sem este domínio e usando outro 
vetor de expressão. 
  A utilização do pGEX tinha como intuito auxiliar na solubilização das 
proteínas recombinantes de interesse, entretanto, isso não ocorreu para as 
proteínas GST-metaloprotease e GST-met+desintegrina. Além disso, não se obteve 
sucesso na clivagem da proteína de fusão GST. 
 A proteína de fusão GST é uma molécula relativamente grande (27 kDa) se 




acabou interferindo nos ensaios de adesão. As imunizações também foram 
prejudicadas provavelmente pela sua alta imunogenecidade. Sendo assim, o vetor 
pET-28a foi escolhido para a clonagem do fragmento correspondente à sequência 
codificadora do domínio desintegrina e região rica em cisteína de ADAM23. O vetor 
pET-28a insere apenas seis histidinas sequênciais na região amino-terminal da 
proteína recombinante, o que não interfere tanto quanto o GST nos ensaios de 
adesão e nas imunizações. 
 Muitos trabalhos descritos para diferentes membros da família ADAM usam 
construções para expressão em E. coli que, em geral, apresentam apenas a 
sequência codificadora para o domínio desintegrina e são expressos em sistema de 
fusão com GST (ETO et al., 2000; TOMCZUK et al., 2003; HUANG et al., 2005). No 
entanto, a presença do domínio rico em cisteína poderia favorecer em ensaios de 
interação proteína-proteína, pois neste domínio está a região descrita como região 
de alta variabilidade (HVR) que poderia ser responsável por interações com 
integrinas e promover assim a adesão (TAKEDA et al., 2006; TAKEDA, 2009). 
 A partir da inserção do fragmento codificador para os domínios desintegrina e 
região rica em cisteína no vetor pET-28a iniciou-se a expressão desta proteína 
recombinante. De acordo com a figura da expressão em pequena escala (figura 11) 
observa-se que a proteína recombinante foi expressa adequadamente usando a 
estirpe BL21 Star (DE3). Então, prosseguiu-se com a expressão em larga escala 
seguida da purificação em condições nativas. Como mostra a figura 12 (lise nativa), 
a proteína de interesse pôde ser purificada em condições nativas, embora a maior 
parte da proteína recombinante tenha formado corpos de inclusão (figura 12, 
insolúvel). No entanto, outras proteínas foram co-purificadas na lise nativa 
juntamente com a proteína de interesse. Em especial, uma proteína de 
aproximadamente 70 kDa foi purificada em grande quantidade quando comparada 
com a proteína de interesse. Esta proteína contaminante co-purificada deve ser a 
DnaK, uma proteína pertencente a um dos complexos de chaperonas de E. coli e 
que liga-se a cadeia polipeptídica nascente para auxiliar no redobramento 
(BARNEYX & MUJACIC, 2004; VENTURA & VILLAVERDE, 2006). Desta forma, 
esta metodologia de purificação nativa não foi adequada, uma vez que, além do 
rendimento não ter sido satisfatório, as proteínas contaminantes poderiam interferir 




 Para resolver este problema, uma nova metodologia chamada de lise híbrida 
foi empregada. A fração insolúvel obtida a partir da purificação nativa foi submetida à 
solubilização com 6 M de hidrocloreto de guanidina. Como o sistema de 6 histidinas 
não dependente de conformação para que ocorra a ligação na resina Ni-NTA 
Agarose, concentrações altas de agentes caotrópicos podem ser utilizadas. A 
ligação à coluna cromatográfica procedeu-se com a proteína solubilizada em tampão 
desnaturante. Após a ligação da proteína à resina, foram realizadas lavagens com 
uréia, seguida por lavagens com tampão nativo (sem nenhum agente caotrópico). 
Então, a proteína foi eluída em tampão nativo. Esta metodologia foi eficiente tanto 
com relação à solubilização, quanto à pureza da proteína recombinante purificada 
(figura 12, lise híbrida). A proteína recombinante 6His-desintegrina+cisteína pôde ser 
utilizada em imunizações e também em ensaios biológicos. 
 Cal e colaboradores (2000) descrevem a proteína ADAM23 como uma 
molécula de adesão celular e que o domínio desintegrina fusionado à GST e 
expresso em sistema heterólogo de E. coli  promove a adesão de células de 
linhagem de neuroblastoma humano. Sendo assim, uma forma de saber se a 
proteína recombinante purificada estaria funcionalmente ativa seria utilizá-la em 
ensaios de adesão. 
 De acordo com os ensaios de adesão realizados com as proteínas GST-
desintegrina e 6His-des+cis (figura 13), não houve adesão específica de nenhuma 
das linhagens testadas sobre as proteínas recombinantes. Tanto as linhagens de 
neuroblastoma N2a e SHSY-5Y quanto a linhagem de tumor de mama MDA-MB-
435, que apresenta alta expressão da integrina αvβ3 e sendo esta integrina descrita 
por Cal e colaboradores (2000) como ligante de ADAM23, falharam ao aderir em 
GST-desintegrina e 6His-des+cis. 
 Algumas hipóteses foram levantadas para explicar este fato. Primeiro, a 
construção do domínio desintegrina fusionada à GST poderia não ter um alto 
potencial adesivo devido ao fato da proteína de fusão GST (27 kDa) apresentar uma 
massa 3 vezes maior que o domínio desintegrina (~ 9 kDa). Esta característica 
poderia contribuir para uma maior exposição do GST aos receptores de superfície 
das células, em detrimento ao domínio desintegrina. 
 De fato, Eto e colaboradores (2000) utilizaram o domínio desintegrina das 
ADAMs 12 e 15 expressos em sistema de fusão à GST para promover a adesão 




ADAMs 2, 3 e 9 expressos no mesmo sistema. No entanto, nestes trabalhos a 
proteína de fusão foi clivada do domínio desintegrina e então, somente o domínio 
desintegrina foi usado nos ensaios de adesão. 
 Cal e colaboradores (2000) usaram o domínio desintegrina de ADAM23 
humana fusionado à GST, construção bastante semelhante à usada neste trabalho, 
e tiveram sucesso na adesão de linhagens de neuroblastoma NB100 e SHSY-5Y, 
mesmo sem promover a clivagem de GST. Goldsmith e colaboradores (2004) 
comentam em seu trabalho que usando uma construção do domínio desintegrina de 
ADAM23 de rato também fusionada à GST não conseguiram verificar nenhuma 
adesão. 
 Mais curioso ainda foi o fato de 6His-desintegrina+cisteína não promover 
adesão. Esta construção diferente de GST-desintegrina não apresenta uma proteína 
de fusão grande como GST, mas apenas uma cauda de 6 histinas. Além disso, esta 
proteína recombinante apresenta a região rica em cisteína que é descrita como 
provável região de interação com integrinas, segundo Takeda e colaboradores 
(2006). Neste caso, uma explicação plausível seria um dobramento incorreto da 
proteína recombinante ligada à coluna Ni-NTA-Agarose durante a retirada do agente 
caotrópico. Este dobramento incorreto levaria à exposição de regiões que 
normalmente estariam escondidas assim como, poderia esconder sítios importantes 
para ligação aos receptores de superfície, impedindo assim um reconhecimento por 
estes receptores e, conseqüente, a adesão celular. 
 Huang e colaboradores (2005) demonstram que a interação de determinadas 
ADAMs com diferentes integrinas podem inibir a migração. A expressão de ADAM12 
leva a uma inibição da migração mediada por α4β1. Já a ADAM17 inibe a migração 
mediada pela integrina α5β1 e as ADAMs 19 e 33 inibem a migração mediada por 
ambas integrinas. Recentemente, Verbisck e colaboradores (2009) mostraram que 
ADAM23 regula negativamente a adesão e a migração mediada por αvβ3. Desta 
forma, pode-se esperar que ADAM23 não promova a adesão e sim, seja 
responsável pela regulação deste evento biológico que é dependente de várias 
moléculas.  
 Na tentativa de se obter uma proteína corretamente enovelada, com formação 
correta de suas pontes dissufeto e apresentado glicosilação adequada, resolveu-se 




expressas em sistema de mamífero e assim, resolver os problemas até agora 
encontrados pela utilização de proteínas recombinantes expressas em E. coli. 
 Como tínhamos disponível o vetor pSecTag2/HygroA, que insere na região 5´ 
da sequência codificadora para a proteína de interesse um peptídeo sinal para 
cadeia κ de imunoglobulina e desta forma promove a secreção da proteína 
recombinante de interesse, resolveu-se produzir duas construções da proteína 
ADAM23 para expressão em célula de mamífero.  
 Esta construção secretada também seria de grande importância para estudar 
possíveis papéis da isoforma γ ADAM23, que é sugerida como uma isoforma 
secretada (SUN et al., 2004), mas que até o momento não há trabalhos que 
sugerem função para esta isoforma. 
 A partir da inserção do fragmento codificador para o ectodomínio da proteína 
ADAM23 humana e do fragmento codificador para o ectodomínio sem o pró-
peptídeo (ectodomínio maduro) no vetor pSecTag2/HygroA realizaram-se as 
expressões em células HEK 293T. Inicialmente, as células foram transfectadas por 
precipitação de fosfato de cálcio com a construção correspondente ao ectodomínio 
sem o pró-domínio da proteína ADAM23 humana. Tempos diferentes de expressão 
foram realizados: 24, 48 e 72 horas. O meio de cultura foi coletado e incubado com a 
resina Ni-NTA e as células coletadas foram submetidas à preparação de extrato total 
para análise. A partir desta expressão observou-se que nenhuma proteína 
possuidora da etiqueta de 6 histidinas foi purificada dos meios de HEK 293T 
transfectadas com pSecTag2/HygroA-ectodomínio sem pró-domínio. No extrato 
celular foi possível observar bandas com massa nolecular esperada para esta 
construção e que não aparecem nos controles, sugerindo ser a proteína 
recombinante de interesse que por algum motivo não foi secretada (dados não 
mostrados). 
 Liu e colaboradores (2009) descrevem que uma construção do ectodomínio 
de ADAM22 sem o pró-domínio não foi expressa adequadamente em células de 
inseto. Contudo, a construção que apresenta o ectodomínio completo é expressa e 
secretada pelas células, sugerindo que o pró-domínio é necessário para que a 
proteína seja expressa corretamente. 
 Assim, uma nova tentativa foi feita usando a construção pSecTag2/HygroA-
ectodomínio completo. Como nesta construção o pró-domínio está presente era 




cultura. Entretanto, como pode ser observado na figura 16A, a proteína 
recombinante mesmo na presença do pró-domínio, continuou retida na célula. Como 
a expressão da proteína de interesse está ocorrendo, uma possibilidade seria fazer 
a purificação desta proteína a partir do extrato celular e não do meio de cultura. 
 
 
5. 2 PRODUÇÃO DE ANTICORPOS POLICLONAIS ESPECÍFICOS PARA ADAM23 
 
 Anticorpos são normalmente empregados como reagentes específicos na 
identificação de moléculas em misturas complexas de antígenos. Quanto aos 
epítopos reconhecidos pelos anticorpos, estes podem ser lineares ou 
conformacionais. No caso de epítopos conformacionais, nem sempre os mesmos 
estarão espacialmente disponíveis após a introdução de condições desnaturantes no 
ambiente em que o antígeno se encontra (HARLOW & LANE, 1988). 
 O anticorpo anti-peptídeo usado em alguns ensaios deste trabalho reage com 
um epítopo específico do domínio desintegrina de ADAM23 humana (COSTA et al., 
2003). Entretanto, este anticorpo não reconhece a proteína na sua forma nativa e se 
liga a ADAM23 apenas em ensaios de Western blotting, nos quais a proteína de 
interesse encontra-se desnaturada. 
 A inexistência de anticorpos policlonais comerciais disponíveis para ADAM23 
motivou o grupo na produção deste importante reagente. Na tentativa de se obter 
anticorpos que reconheçam a forma nativa de ADAM23, a imunização de coelhos 
com diferentes proteínas recombinantes foi realizada. 
 Primeiramente, dois coelhos foram imunizados com amostras de GST-
metaloprotease+desintegrina provenientes da purificação de corpos de inclusão 
após o uso de sarcosil. Os corpos de inclusão resultantes da adição de sarcosil 
mostraram-se menos contaminados com proteínas de E. coli, além do que 90% da 
sua composição é a proteína recombinante superexpressa na bactéria (VENTURA & 
VILLAVERDE, 2006). Assim, esta seria uma alternativa interessante para proceder 
com as imunizações, mesmo não sendo possível obter a proteína recombinante de 
interesse na forma solúvel. Infelizmente, os animais imunizados não apresentaram 
uma resposta imune adequada contra a proteína ADAM23, resultado que pode ser 
observado na figura 17. Conforme mostra a figura 17, os anticorpos presentes no 




HA superexpressa por células HEK 293T. Esse resultado pode ser explicado pela 
presença de algumas proteínas de E. coli nos corpos de inclusão (aproximadamente 
10% da composição dos corpos de inclusão; VENTURA & VILLAVERDE, 2006), 
sendo que estas poucas proteínas bacterianas endógenas poderiam ser muito mais 
imunogênicas que a proteína de interesse (domínio desintegrina e metaloprotease). 
Outro fator que poderia contribuir muito para a ineficiência da resposta imune contra 
a proteína recombinante de interesse é a presença da proteína de fusão GST. A 
proteína GST possui aproximadamente a mesma massa molecular que os domínios 
metaloprotease e desintegrina juntos e, esta carcterística sugere que haja uma 
competição por imunogenicidade quando este antígeno (GST-
metaloprotease+desintegrina) é utilizado em desafios imunes. Provavelmente a 
proteína GST de S. japonicum deve ter sido muito mais imunogênica que o restante 
da proteína recombinante ADAM23 (mamífero), o que poderia levar ao 
direcionamento da resposta imune humoral do animal apenas para esta porção do 
antígeno. 
 Outra tentativa foi realizar as imunizações com a proteína recombinante 6His-
desintegrina+cisteína. Este antígeno possui apenas uma etiqueta de seis histidinas 
que não é tão imunogênica quanto o GST e, além disso, esta proteína foi purificada 
adequadamente através da lise híbrida e não apresentou presença de proteínas 
bacteriana contaminantes. 
 Os animais imunizados com esta proteína aparentemente responderam ao 
antígeno, pois nos ensaios de ELISA e Western blotting usando a proteína 
recombinante e o soro imune dos animais foi possível verificar reações específicas 
(figuras 18 e 19A). Quando os soros imunes foram testados por Western blotting 
quanto ao reconhecimento da proteína ADAM23-HA superexpressa por células HEK 
293T, houve reconhecimento da proteína ADAM23 pelos anticorpos presentes no 
soro imune dos dois coelhos. Entretanto, bandas inespecíficas foram reconhecidas 
tanto por anticorpos presentes no soro imune quanto por anticorpos presentes no 
soro pré-imune dos animais (figura 19B). 
 No teste dos soros por Western blotting usando extrato protéico de encéfalo 
de camundongo, foi possível observar que os anticorpos presentes no soro imune 
dos animais não foram eficientes no reconhecimento da proteína ADAM23 endógena 
presente nesse tecido, nem mesmo quando as amostras foram enriquecidas com 




bandas inespecíficas foram novamente evidenciadas tanto pelo soro imune quanto o 
respectivo controle negativo. Embora a amostra de tecido nervoso seja de 
camundongo e a proteína usada para imunizar seja humana, isso não explicaria o 
não reconhecimento da proteína ADAM23 endógena, uma vez que, o anticorpo anti-
peptídeo deintegrina de ADAM23 humana utilizado como controle positivo 
reconheceu a proteína endógena. Além disso, como já mencionado, a proteína 
ADAM23 é muito conservada entre humanos e camundongos apresentando 93,5% 
de identidade entre as sequências. 
 Talvez, o fato da proteína ADAM23 ser bastante conservada faça com que ela 
apresente uma baixa imunogenicidade. Além disso, a proteína ADAM23 não é 
restrita ao sistema nervoso, tendo sido verificada uma alta expressão no tecido 
cardíaco (GHILARDI et al., 2008), o que dificultaria ainda mais a produção de 
anticorpos. 
 Uma possibilidade de minimizar o problema de conservação aminoacídica 
seria imunizar galinhas (Gallus gallus), pois as sequências humana e de galinha 
apresentam uma identidade de 80% que é provavelmente menor que a identidade 
da sequência entre humano e coelhos (a sequência de coelho ainda não foi 
depositada nos bancos de dados). 
 
 
5. 3 INTERAÇÃO ADAM23/PRP
C 
 
 Schmitt-Ulms e colaboradores (2004) descreveram mais de 20 proteínas que 
residem na vizinhança dos micro-ambientes onde PrPC é encontrado. Grande parte 
das proteínas identificadas atua em processos de adesão e crescimento de neuritos 
e, dentre estas proteína envolvidas em adesão, foi identificada a proteína ADAM23. 
Embora este trabalho tenha sugerido que proteína ADAM23 e a proteína PrPC 
possam estar localizadas no mesmo micro-ambiente da membrana celular, nenhuma 
interação direta ou indireta entre essas duas proteínas havia sido demonstrada 
detalhadamente. 
 A interação de PrPC com membros da família ADAM tem sido descrita, sendo 
ADAM10 e ADAM17 dois membros da família que atuam no metabolismo normal 
PrPC promovendo sua clivagem e liberação da membrana celular (VINCENT et al., 




descritos (COSTA, 2007; COSTA et al., 2009) descrevem a interação in vitro e em 
condições padronizadas entre PrPC e ADAM23, bem como sugerem uma função 
biológica para esta interação. 
 De acordo com o resultado mostrado na figura 21, ADAM23-HA super-
expressa por células HEK 293T pode ser co-imunoprecipitada com PrPC, quando 
são usados anticorpos que reconhecem a proteína príon celular. Estes resultados 
mostram que estas duas moléculas podem estar interagindo de forma direta ou 
indireta in vitro. Sabendo que ADAM23 é predominantemente expressa no tecido 
nervoso (SAGANE et al., 1998; GOLDSMITH et al., 2004; GHILARDI et al., 2008) 
assim como PrP
C
 (LINDEN et al., 2008), era de grande importância saber se esta 
interação poderia ocorrer neste tecido. 
 Para verificar se a interação poderia ser observada com as proteínas 
naturalmente presentes no tecido nervoso, um ensaio de co-imunoprecipitação 
utilizando amostras de encéfalo de camundongo foi realizado. Como mostra a figura 
22 usando anticorpos anti-PrPC foi possível co-imunoprecipitar ADAM23 (painel 
superior, anti-peptídeo desintegrina ADAM23 humana). Assim, este ensaio além de 
confirmar dados anteriores que mostram a interação in vitro destas moléculas 
sugere que esta interação pode ter um papel fisiológico no tecido nervoso, local de 
ampla expressão das duas moléculas em questão. 
 Até o momento, a interação in vitro ADAM23/PrPC foi demonstrada através 
ensaios de co-imunoprecipitação e pull-down (COSTA, 2007). Entretanto, estes 
ensaios não permitem afirmar que a interação entre as duas proteínas ocorre de 
maneira direta ou se esta interação depende de outros parceiros moleculares, pois 
nestes tipos de metodologias é possível manter em parte o ambiente natural no qual 
são encontradas proteínas, assim como, é possível manter complexos protéicos 
(SCHMITT-ULMS et al., 2004). 
 Para verificar se a interação observada poderia ser direta ou não, ensaios de 
ligação empregando proteínas recombinantes foram realizados. Como mostra a 
figura 23, através do ensaio de ligação a interação in vitro entre ADAM23 e PrPC foi 
novamente demonstrada. Levando em consideração que neste tipo de ensaio 
apenas foram utilizadas proteínas recombinantes, este resultado sugere que a 
interação entre estas duas proteínas é direta e, sendo o domínio desintegrina um 
domínio potencial de ligação para PrPC. O domínio desintegrina de ADAM23 tem 




al., 2009). No entanto, não se pode descartar a possibilidade de outros domínios de 
ADAM23 interagirem com PrPC. Estudos futuros deverão averiguar se outros 
domínios de ADAM23 também podem interagir com PrPC. 
 ADAM23 e PrPC são proteínas N-glicosiladas (GOLDSMITH et al., 2004; 
LAWSON et al., 2005). A N-glicosilação é uma modificação pós-traducional de 
grande importância na modulação de processos de interação célula-célula, célula-
matriz, sendo também importante em processos de enovelamento de proteínas e 
controle de qualidade de proteínas recém sintetizadas no retículo endoplasmático 
(VARKI, 1993; HELENIUS & AEBI, 2004). Além disso, é descrito que alterações na 
glicosilação de PrP
C
 podem gerar uma proteína com propriedades scrapie 
(ERMONVAL et al., 2003; LAWSON et al., 2005). Mesmo tendo a glicosilação papéis 
importantes na fisiologia de proteínas, os ensaios de ligação demonstram que este 
tipo de modificação pós-traducional não é necessária para que ocorra a interação 
entre ADAM23 e PrPC. Nestes ensaios foram utilizadas proteínas recombinantes 
produzidas em sistema heterólogo de E. coli, no qual não ocorre N-glicosilação de 
proteínas. Este ensaio na verdade confirma resultados obtidos anteriormente que 
mostram que ADAM23-HA e GFP-PrPC podem ser co-imunoprecipitadas mesmo 
quando a N-glicosilação é totalmente bloqueada por tunicamicina (COSTA, 2007). 
 Mesmo com a existência da ligação direta entre ADAM23 e PrPC, é bastante 
provável que fisiologicamente esta interação faça parte de um complexo de 
moléculas que podem interagir umas com as outras. Neste contexto, outra proteína 
que poderia ser uma boa candidata a estar neste complexo seria a integrina αvβ3. 
Sabe-se que ADAM23 interage com a integrina αvβ3 promovendo a adesão de 
neuroblastomas (CAL et al., 2000). Recentemente esta interação foi demonstrada na 
linhagem de tumor de mama MDA-MB-435, sendo que neste tipo celular ADAM23 
modula negativamente a ativação de αvβ3 (VERBISCK et al., 2009). 
Interessantemente, PrPC também parece modular negativamente esta mesma 
integrina (HAJJ et al., 2007; MURAS et al., 2009). Além do mais, dados reportados 
por HAJJ e colaboradores (2007) mostraram que, embora PrPC e integrinas 
participem do crescimento axonal, o bloqueio de PrPC inibe completamente o 
crescimento axonal mediado por vitronectina, sugerindo que PrPC faz parte de um 
complexo protéico. Finalmente, levando em consideração que PrPC é uma molécula 
GPI ancorada e ADAM23 possui apenas uma pequena cauda citosólica com 18 




de sinal, a hipótese de um complexo protéico no qual integrinas estejam presentes 
parece ser pertinente. 
 Todos estes resultados sobre a caracterização bioquímica da interação 
ADAM23/ PrPC foram publicados recentemente (COSTA et al, 2009). Caracterizada 
a interação in vitro de ADAM23 e PrPC, o próximo passo foi verificar qual significado 
biológico poderia ter esta interação. 
 Através da identificação de parceiros moleculares de PrPC muitas funções tem 
sido atribuídas a essa proteína. Santuccione e colaboradores (2005) demonstraram 
que a interação in vitro entre PrPC e N-CAM promove o crescimento de neuritos. 
Estudos demonstraram que a interação entre PrPC e laminina, assim como a 
interação com STI1, promove neuritogênese (GRANER et al., 2000; LOPES et al., 
2005). Nesse sentido, um caminho para identificar os papéis biológicos de ADAM23 
seria através da identificação de seus parceiros moleculares. Sabendo que ADAM23 
é essencial para o desenvolvimento, pois animais deficientes para o gene Adam23 
não sobrevivem mais do que duas semanas após o nascimento (MITCHELL et al., 
2001) a interação descrita neste trabalho abre caminhos para o entendimento do 
papel fisiológico de ADAM23. 
 Membros da família ADAM têm sido amplamente descritos como atuantes na 
adesão e migração celular através da interação com integrinas (CAL et al., 2000; 
ETO et al., 2000; TOMCZUK et al., 2003; BAX et al., 2004; HUANG et al., 2005; 
ZIGRINO et al., 2007). 
 ADAM23 é descrita como uma molécula envolvida na adesão uma vez que, 
não possui no seu domínio metaloprotease os aminoácidos que formam sítio ativo 
para a ligação de zinco (HEXXHXXGXXH), o qual é crítico para a atividade 
proteolítica (SAGANE et al., 1998; CAL et al., 2000). Assim sendo, ADAM23 não 
poderia atuar diretamente na clivagem de PrPC como as ADAMs 10 e 17 fazem 
(VINCENT et al., 2001; TAYLOR et al., 2009). 
 O papel do PrPC no mecanismo de adesão celular também foi demonstrado 
através de sua interação com as proteínas de matriz laminina e vitronectina 
(GRANER et al., 2000; HAJJ et al., 2007) e também na adesão célula-célula na 
linhagem de neuroblastoma murino (N2A) (MANGÉ et al., 2002). Recentemente foi 
demonstrada a acumulação de PrPC em adesões focais regulando a formação de 




 Com base nestes dados da literatura referente ao papel adesivo destas duas 
moléculas, resolveu-se investigar a possível atuação conjunta destas duas proteínas 
em processos de adesão celular e assim verificar um possível papel biológico para a 
interação em questão.  
 Como discutido no item 5. 1, as proteínas recombinantes contendo o domínio 
desintegrina e região rica em cisteína de ADAM23 produzidas durante a execução 
do projeto não foram capazes de promover a adesão das diferentes linhagens 
celulares testadas. Então, não foi possível verificar a adesão neste contexto em que 
a proteína recombinante atua como molécula adesiva, metodologia geralmente 
empregada nos trabalhos com membros da família ADAM (CAL et al., 2000; ETO et 
al., 2000; TOMCZUK et al., 2003; HUANG et al., 2005). 
 Contudo, havia outras ferramentas disponíveis para usar em ensaios de 
adesão tais como, a proteína recombinante 6His-PrP
C e células da linhagem 435 
knockdown para ADAM23 (VERBISCK et al., 2009). O ensaio mostrado na figura 24 
demonstra que a adesão sobre 6His-PrP
C dos clones que são knockdown para 
ADAM23 (clones B e C) é diminuída em relação ao tipo selvagem (WT). Estes 
resultados sugerem que na presença de PrPC, a ausência de ADAM23 leva a uma 
diminuição na adesão. Além disso, este ensaio sugere que a interação 
ADAM23/PrPC seja em trans, uma vez que este tipo de ensaio mimetiza um modelo 
de interação em trans. 
 Como no momento faltam ferramentas importantes, como anticorpos e 
proteínas recombinantes, para avaliar o papel da interação ADAM23/PrPC na adesão 
celular, a questão da adesão permanece em aberto. Adicionalmente, resultados 
obtidos em ensaios de adesão com diversas linhagens celulares (dados não 
mostrados) demonstraram que 6His-PrP
C apresenta um potencial adesivo bastante 
expressivo que merece também ser investigado. 
 Como não foi possível aprofundar os experimentos para verificar o papel da 
interação ADAM23/PrPC na adesão celular por falta de reagentes, resolveu-se 
investigar outros possíveis papéis biológicos para interação.  
 PrP tem sido descrito como uma proteína residente de microdomínios de 
membrana ricos em glicoesfingolipídeos e colesterol e que são insolúveis em 
detergentes não iônicos, conhecidos como lipid rafts ou balsas lipídicas de 
membrana, sendo encontradas nestes microdomínios tanto sua forma normal quanto 




NASLAVSKY et al., 1997; revisado por HOOPER et al., 2008). Estes microdomínios 
ricos em colesterol e glicoesfingolipídeos têm cada vez mais despertado o interesse 
de pesquisadores já que estão envolvidos em diversos processos biológicos, tais 
como a entrada de vírus e toxinas, sinalização celular e no tráfego de proteínas e 
lipídeos (PIKE, 2006). 
 Muitos trabalhos discutem o papel dos rafts na conversão de PrPC em PrPSC 
(TARABOULOS et al., 1995; VEY et al., 1996; KANEKO et al., 1997; BATE et al., 
2004; SARNATTARO et al., 2004; revisado por PINHEIRO, 2006 e HOOPER et al., 
2008). Em contrapartida, pouquíssimos trabalhos discutem o papel dos rafts no 
metabolismo das ADAMs. 
 Foi descrito que ADAM17 atua na clivagem de colágeno XVII em 
queratinócitos da linhagem HaCaT e na linhagem renal símia COS-7. Esta clivagem 
ocorre fora dos rafts, sendo necessária a saída do colágeno XVII dos rafts para ser 
processado por ADAM17, que por sua vez é encontrada fora destes microdomínios 
nestas linhagens (ZIMINA et al., 2005). Contraditoriamente, Tellier e colaboradores 
(2006) demonstram em várias linhagens celulares, inclusive em COS-7 e alguns 
tecidos de camundongo que a forma madura de ADAM17 é principalmente 
encontrada nos microdomínios ricos em colesterol e esfingolipídeos e seu 
processamento por furina ocorre nestes locais, onde também é verificada a atividade 
proteolítica de ADAM17. Levando em consideração que PrPC é encontrado em rafts, 
faz mais sentido que ADAM17 também esteja presente nestes microdomínios, já que 
certos dados indicam que ela está envolvida na clivagem normal de PrPC (VINCENT 
et al., 2001). 
 Entretanto, ADAM 10, outro membro da família ADAM envolvida tanto na 
clivagem α de PrPC como na da proteína precursora amiloidogênica, é descrita como 
uma proteína que não é encontrada nos rafts (KOJRO et al., 2001; HARRIS et al., 
2009). 
 Levando em consideração o grande interesse com relação à PrPC no que diz 
respeito aos lipid rafts e os poucos trabalhos publicados que mostram membros da 
família ADAM nestes microdomínios, resolveu-se investigar se a interação 
ADAM23/PrPC teria alguma relação na distribuição das mesmas na membrana 
celular. 
 Inicialmente foi necessário padronizar a metodologia de preparação de lipid 




Esta preparação é baseada na flutuação de complexos insolúveis a 4°C em 
detergentes não iônicos, tais como o Triton X-100, em um gradiente de Nycodenz ou 
sacarose. As amostras recolhidas nas frações de menor densidade correspondem 
às frações insolúveis em Triton X-100 e que são consideradas como lipid rafts. 
Embora este tipo de metodologia seja amplamente aplicado em estudos de 
proteínas que fazem parte destes microdomínios de membrana ricos em colesterol e 
glicoesfingolipídeos, existem algumas críticas. A metodologia em questão pode ser 
considerada como artificial uma vez que o conceito de flutuação de membranas 
insolúveis em detergente a 4°C não pode ser aplicado para células vivas. Mesmo 
assim, esta técnica é a mais empregada na identificação de proteínas pertencentes 
à lipid rafts (revisado PIKE, 2004; LINGWOOD & SIMONS, 2009). 
 No que diz respeito à PrP, esta técnica está muito bem descrita. Ainda, dados 
reportados por Naslavsky e colaboradores (1997) demonstram que a presença de 
PrPC nas regiões de menor concentração do gradiente não se deve a sua 
associação espontânea às estruturas insolúveis formadas durante a lise com Triton 
X-100, mas sim por estar presente nestes complexos insolúveis antes mesmo da 
extração com o detergente. Desta forma, a principal crítica relacionada a este tipo de 
metodologia, baseada no fato do detergente Triton X-100 induzir a segregação de 
componentes da bicamada camada lipídica dependendo de suas propriedades 
físicas formando estruturas que não correspondem à estrutura inicial da membrana 
celular (MUNRO, 2003), não pode ser aplicada à proteína príon celular. 
 No laboratório de Neurobiologia optou-se por usar a metodologia de flutuação 
de complexos insolúveis em gradiente de Nycodenz e não de sacarose, pois a 
utilização de Nycodenz permite que o equilíbrio de densidade seja atingido com 
apenas 4 horas de centrifugação ao invés das 18 horas necessárias para atingir o 
equilíbrio na presença de sacarose (NASLAVSKI et al., 1997). De acordo com a 
figura 25, a partir da preparação de lipid rafts pela metodologia de flutuação em 
gradiente de Nycodenz de membranas insolúveis em Triton X-100 a 4°C usando 
como amostras encéfalo de camundongo e células HEK 293T que superexpressam 
GFP-PrPC, foi possível observar PrPC somente nas frações de menor densidade de 
Nycodenz, correspondentes aos lipid rafts. Dessa forma, esse dado confirmou 
resultados de trabalhos anteriores que utilizaram a mesma técnica (NASLAVSKY et 




 Feita a padronização de preparação de lipid rafts, foi possível iniciar a 
verificação da distribuição de ADAM23 e PrPC nesses domínios preparados a partir 
de células HEK 293T transfectadas com os plasmídeos pcDNA3.1-ADAM23-HA e 
pEGFP-PrPC. 
 Como mostra a figura 26A, quando células foram transfectadas com 
pcDNA3.1-ADAM23-HA e o plasmídeo pEGFP (controle para GFP-PrPC, condição 
1), ADAM23-HA foi encontrada nas frações de maior densidade do gradiente que 
correspondem a proteínas solúveis em Triton X-100 (figura 26A, painel a). Nestas 
frações são de fato encontradas proteínas transmembrana que não fazem parte dos 
microdomínios ricos em colesterol e glicoesfingolipídeos e também proteínas 
citoplasmáticas. Neste caso, GFP expresso atuou como controle de frações que não 
correspondem a lipid rafts (figura 26A, painel c). Contudo, é possível observar que 
este resultado não é artefato de uma preparação inadequada uma vez que a 
proteína marcadora para lipid rafts, flotilina 1, foi encontrada nas frações de menor 
densidade do gradiente (figura 26 A, painel b). 
 Este resultado mostra pela primeira vez que ADAM23 encontra-se fora de 
rafts, ao menos nas linhagens celulares usadas neste trabalho (HEK 293T, HeLa, 
MDA-MB-435). 
 Quando células foram transfectadas com pEGFP-PrPC e o plasmídeo controle 
pcDNA3.1 (controle para ADAM23, condição 2), GFP-PrPC foi detectado nas frações 
de menor densidade do gradiente que correspondem aos lipid rafts (figura 26A, 
painel d), como já era esperado. 
 O resultado mais surpreendente foi encontrar ADAM23-HA nas regiões de 
lipid rafts quando células HEK 293T foram transfectadas com os plasmídeos 
pcDNA3.1-ADAM23-HA e pEGFP-PrPC (condição 3) (figura 26A, painel e). Nesta 
situação em que PrPC está superexpresso, parece ocorrer um deslocamento de 
ADAM23 para lipid rafts. Em contrapartida, quando a quantidade total de ADAM23 
foi comparada, verificou-se que não existia diferença no total de ADAM23-HA (figura 
26B, linhas 1 e 2), sugerindo que pode estar ocorrendo o deslocamento de ADAM23 
que está fora de rafts para estes microdomínios. Levando em consideração que a 
interação ADAM23/PrPC foi verificada (figuras 21 a 23; COSTA, 2007; COSTA et al., 





 A movimentação de proteínas entre regiões rafts e não rafts na membrana 
tem sido descrita. PrPC é uma molécula que apresenta este tipo de movimentação, 
para que ocorra sua endocitose mediada por clatrina, é preciso que PrPC saia das 
regiões de rafts, uma vez que este tipo de endocitose não ocorre em regiões de rafts 
(SUNYACH et al., 2003; TAYLOR et al., 2005). Foi demonstrado que integrina β1 é 
recrutada rapidamente para lipid rafts após indução com IGF-I (SALANI et al., 2009). 
Além disso, o recrutamento de proteínas por PrPC para regiões de lipid rafts já foi 
descrita. N-CAM é recrutada para regiões de rafts por PrPC promovendo o aumento 
do crescimento de neuritos (SANTUCCIONE et al., 2005).  
 Para verificar se o deslocamento de ADAM23 estava sendo de fato promovido 
pela superexpressão de PrPC, outras linhagens (HeLa e MDA-MB-435) que super-
expressavam ADAM23-HA devido à transfecção estável com o plasmídeo 
pcDNA3.1-ADAM23-HA foram submetidas a mesma preparação de lipid rafts usada 
para células HEK 293T. Nestas linhagens observa-se que ADAM23-HA mantém sua 
distribuição em frações de maior densidade de Nycodenz (figura 28), assim como 
ocorria com as células HEK 293T transfectadas transientemente com o mesmo 
plasmídeo e o plasmídeo pEGFP. Estes resultados sugerem que ADAM23 não é 
uma molécula residente de lipid rafts e que seu deslocamento para estas regiões se 
deve a interações protéicas com moléculas de rafts, neste caso PrPC. 
 Sabe-se que além da âncora de GPI que é um determinante para lipid rafts 
(TARABOULOS et al., 1995), PrP
C
 possui mais uma região importante na 
determinação de sua associação aos rafts que é a região N-terminal 23-90 
(WALMSLEY et al., 2003). Esta região N-terminal poderia ser a responsável pela 
interação com ADAM23 levando-a para estes microdomínios. Para verificar esta 
possibilidade, seria necessário testar mutantes para esta região N-terminal e verificar 
se ocorre a interação de PrPC com ADAM23 e se estes tipos de mutantes seriam 
capazes de deslocar ADAM23 para regiões de lipid rafts. Como no momento o 
laboratório de Neurobiologia não dispõe de tais mutantes, ainda não foi possível 
testar esta hipótese. 
 O próximo passo foi verificar se a interação ADAM23-HA/GFP-PrPC 
observada inicialmente por co-imunoprecipitação de células HEK 293T transfectadas 
(COSTA et al., 2009) era dependente destes micro-domínios. Para testar o papel 
dos lipid rafts nesta interação foi realizado um ensaio de co-imunoprecipitação 




ou não tratadas com methyl-β-cyclodextrin. Este agente é utilizado para promover a 
redução de colesterol e desta forma promover o desaparecimento dos lipid rafts 
(TAYLOR et al., 2005; TELLIER et al., 2006). De acordo com a figura 29A, a 
interação ADAM23-HA/GFP-PrPC é independente de lipid raft. Embora a 
movimentação da ADAM23 seja observada em células HEK 293T na presença de 
PrPC e, este fato leve-nos a inferir que a interação destas duas moléculas seja 
dependente destes microdomínios, não foi nenhuma surpresa que a interação 
observada fosse independente de rafts, pois o resultado observado no ensaio de 
ligação (figura 23) sugere que a interação é independente de qualquer fator exógeno 
às duas moléculas.  
 A figura 29B mostra também que o tratamento com methyl-β-cyclodextrin foi 
eficiente no desaparecimento dos lipid rafts na linhagem HEK 293T e ainda, esta 
figura mostra que este tratamento levou a uma diminuição de GFP-PrPC. Esta 
diminuição poderia ser explicada pelo fato de agentes que promovem o 
desaparecimento de rafts, tais como o usado neste ensaio, favorecem a clivagem de 
PrPC da membrana celular para o meio de cultura mediada por fosfolipases (PARKIN 
et al., 2004). 
 Mesmo que a interação ADAM23/PrPC não seja dependente dos lipid rafts, 
ainda havia a curiosidade de saber qual era o motivo da movimentação de ADAM23 
para estes microdomínios na presença de PrPC. 
 Observando com um pouco mais de atenção a figura 26A, percebe-se que a 
quantidade detectável de PrPC presente nos lipid rafts é maior quando ADAM23 está 
presente. Este fato somado à movimentação de ADAM23 na presença de PrPC 
sugere que ADAM23 possa ter um papel no metabolismo de PrPC atuando no seu 
processo de endocitose. 
 Existe um grande interesse no entendimento dos mecanismos que controlam 
a endocitose de PrPC uma vez que, a conversão de PrPC na sua forma anormal 
scrapie deve ocorrer na membrana celular e/ou durante seu processo de 
internalização (CAUGHEY et al., 1991; BORCHELT et al., 1992; TARABOULOS et 
al., 1992; revisado por CAMPANA et al., 2005). 
 No que diz respeito aos mecanismos de endocitose de PrPC, diversas vias já 
foram descritas. PrPC pode ser endocitado via cavéolas ou domínios semelhante a 
cavéolas, corroborando com o fato de que muitos rafts de membrana estarem 




muito descrita a endocitose de PrPC via clatrina, embora PrPC seja uma molécula 
lipid rafts e nestas regiões é comum a formação de cavéolas e não de vesículas 
recobertas por clatrina (SHYNG et al., 1995; SUNYACH et al., 2003; TAYLOR et al. 
2005, SARNATARO et al., 2009). A endocitose de PrPC via clatrina é de fato 
bastante importante uma vez que células neuronais não expressam caveolina 
(PARTON & SIMONS, 2007). Recentemente, Sarnattaro e colaboradores (2009) 
demonstraram que em células epiteliais FRT a endocitose de PrPC ocorre de uma 
maneira dependente tanto de colesterol quanto de clatrina, que de alguma forma 
está associada a lipid rafts. 
 Dados reportados por Taylor e colaboradores (2005) mostraram que, na 
linhagem de neuroblastoma SHSY-5Y, a endocitose de PrPC mediada por cobre 
ocorre via clatrina. Neste trabalho, é mostrado que PrPC , na presença de cobre, 
movimenta-se para fora das regiões de lipid rafts e então é endocitado via clatrina. 
Embora a presença de cobre não seja determinante para a endocitose via clatrina, e 
sim a região polibásica N-terminal, a ligação ao cobre é necessária para que PrPC 
saia dos rafts (TAYLOR et al., 2005). 
 Levando em consideração estes dados e os resultados de movimentação de 
ADAM23 para os lipid rafts e a maior detecção de PrPC nestes microdomínios na 
presença de ADAM23, surgiu o interesse de verificar se ADAM23 evitaria a 
movimentação de PrPC para fora dos rafts na presença de cobre, evitando assim a 
sua endocitose via clatrina. 
 Para testar esta hipótese, foi necessário primeiro verificar se usando a 
linhagem HEK 293T, GFP-PrPC movimentaria-se para fora dos rafts na presença de 
cobre. Então células HEK 293T transfectadas com GFP-PrPC foram tratadas por 
CuSO4. Após o tratamento as células foram submetidas à preparação de lipid rafts. 
De acordo com a figura 30, este tratamento com cobre não promoveu a saída de 
GFP-PrPC dos rafts. Como GFP-PrPC apresenta a mesma localização que a proteína 
endógena e também responde igualmente ao cobre (LEE et al., 2001; MAGALHÃES 
et al., 2002), a presença de proteína GFP não responderia pela ausência de 
movimentação do GFP-PrPC. Talvez o mecanismo de movimentação observado por 
Taylor e colaboradores (2005) em neuroblastoma não funcione para as células 
usadas nesse trabalho, HEK 293T. Tem sido descrito que diferentes tipos celulares 
apresentam diferentes mecanismos para endocitose de PrPC (PETERS et al., 2003; 




idéia era continuar o trabalho usando células HEK 293T, resolveu-se investigar 
apenas a endocitose de PrPC independentemente de sua movimentação nos 
domínios de raft e da via endocítica envolvida. 
 Inicialmente foi preciso padronizar uma metodologia para verificar a 
endocitose de PrPC. O procedimento foi realizado como descrito por Pauly & Harris 
(1998) e Sumudhu e colaboradores (2001). Células HEK 293T transfectadas com 
GFP-PrPC foram tratadas com biotina para marcação das proteínas de superfície e 
em seguida tratadas com cobre a 37°C, para indução da endocitose. As células 
foram então tratadas com tripsina para remoção das proteínas de superfície e 
submetidas ao procedimento de preparação de extrato celular, no qual somente 
estariam proteínas de superfície (marcadas com biotina) que foram endocitadas. De 
acordo com a figura 31A, a endocitose de GFP-PrPC foi observada em maior escala 
quando células foram tratadas com cobre a 37°C, e em menor escala quando foram 
deixadas a 37°C na ausência do íon divalente. A endocitose de PrPC biotinilado a 
37°C na ausência de cobre é usada por Sarnattaro e colaboradores (2009). Outros 
grupos também demonstram que a endocitose de PrPC não requer necessariamente 
a adição desse íon (SUNYACH et al., 2003; TAYLOR et al., 2005). No entanto, como 
o tratamento com cobre a 37°C promoveu uma endocitose de PrPC mais evidente 
quando comparada às células que apenas foram incubadas a 37°C, e como este 
tratamento realmente favorece a endocitose de GFP-PrPC (LEE et al., 2001; 
MAGALHÃES et al., 2002) optou-se por utilizar a metodologia do tratamento com 
cobre nos ensaios seguintes. 
 Padronizada a metodologia de endocitose, passou-se para os ensaios que 
iriam verificar se a presença de ADAM23 teria alguma participação no processo de 
endocitose de GFP-PrPC. Quando o ensaio de endocitose foi realizado na presença 
de ADAM23-HA, observa-se que a quantidade de GFP-PrPC foi diminuída quando 
comparada quando somente as células haviam sido transfectadas com pcDNA3.1 
(figura 31B). A endocitose de GFP-PrPC foi diminuída em aproximadamente 50% na 
presença de ADAM23-HA (figura 31B, gráfico). Este resultado sugere que a 
interação observada ADAM23/PrPC tenha um papel importante no tráfego de PrPC. 
Diferente da proteína transmembrana LRP1 (receptor de lipotroteina de baixa 
densidade relacionado à proteína 1), que promove a endocitose de PrPC (TAYLOR 
et al., 2007) via clatrina, ADAM23 atuaria de maneira contrária, evitando a 




na endocitose da proteína príon celular na presença de ADAM23. Como nas células 
HEK 293T o GFP-PrPC não foi sensível a movimentação para fora dos rafts na 
presença de cobre, e sem a saída de GFP-PrPC para fora destes microdomínios 
parece não ser possível a endocitose via clatrina (TAYLOR et al., 2005), talvez a 
interação com ADAM23 não atue na via endocítica mediada por clatrina. Os 
resultados recentes de Sarnattaro e colaboradores (2009) não podem ser 
desprezados neste contexto, pois mostram que em células epiteliais FRT a proteína 
clatrina parece estar associada de alguma forma aos rafts, não sendo então 
necessária a saída do PrPC destes microdomínios para haver endocitose mediada 
via clatrina. 
 Com certeza, os próximos passos deverão investigar qual é a via envolvida no 
processo endocitose quando ADAM23 está presente. 
 Foi reportado que a associação com o receptor 37kDa/67kDa de laminina 
favorece a acumulação de PrPSC (LEUCHT et al., 2003). Recentemente, Taylor e 
colaboradores (2009) demonstraram que PrPC pode interagir com o proteoglicano de 
heparam sulfato, glipicam-1, e esta interação parece favorecer a conversão de PrPC 
em sua isoforma scrapie. 
 Levando em consideração o fato do tráfego e a localização em lipid rafts de 
PrPC estar envolvido na sua conversão em scrapie bem como a existência de 
parceiros moleculares que parecem favorecer esta conversão, a interação de PrPC 
com ADAM23 descrita neste trabalho também pode estar envolvida nesta conversão 
favorecendo-a ou não. Alguns trabalhos discutem que a permanência de PrPC nos 
lipid rafts favorece a conversão na sua forma scrapie (revisado por HOOPER et al., 
2008) e, nesse contexto, ADAM23 poderia favorecer a conversão de PrPC na sua 
forma patogênica. Entretanto, outros trabalho discutem o que a conversão de PrPC 
na sua forma scrapie ocorreria durante sua endocitose (revisado por CAMPANA et 
al., 2005). Assim, ADAM23 atuaria de maneira contrária, evitando a endocitose de 
PrPC e sua possível conversão durante a via endocítica. Outros experimentos ainda 
precisam ser realizados para elucidar essas questões, que abrem novas perpectivas 
no estudo do tráfego de PrPC, sendo ADAM23 um novo parceiro envolvido nesse 
mecanismo. Nesse sentido, ADAM23 poderia ser um alvo no desenvolvimento de 
terapias para doenças causadas por príons. 
 Além disso, estes resultados também abrem novas perspectivas para o 




estão focados apenas no seu potencial papel adesivo. Trabalhos futuros deverão 
averiguar a maneira exata pela qual ADAM23 atua na regulação do tráfego de PrPC, 








 Proteínas recombinantes de ADAM23 foram obtidas a partir da expressão em 
sistema heterólogo de E. coli, entretanto algumas construções não puderam 
ser produzidas em quantidades significativas e solúveis por formarem corpos 
de inclusão. 
 As proteínas recombinantes 6His-desintegrina+cisteína e GST-desintegrina, 
produzidas em quantidades significativas, não promoveram a adesão das 
linhagens celulares testadas. 
 O ectodomínio recombinante de ADAM23 foi expresso em células da 
linhagem HEK 293T, mas não foi secretado para o meio de cultura. 
 Não foi possível obter anticorpos policlonais específicos para ADAM23 
endógena. 
 Os ensaios de co-imunoprecipitação e ligação demonstraram que as 
proteínas ADAM23 e PrPC interagem in vitro. 
 O ensaio de ligação sugere que esta interação é direta e mediada pelo 
domínio desintegrina de ADAM23. 
 6His-PrP
C promoveu adesão na linhagem MDA-MB 435 e esta adesão foi 
diminuída quando foram usadas células knockdown para ADAM23. 
 ADAM23 não é encontrada nos domínios de membrana ricos em colesterol, 
os lipid rafts. Entretanto, quando ADAM23 foi expressa juntamente com PrPC, 
ocorreu um deslocamento de ADAM23 para esses microdomínios. 
 A interação entre ADAM23 e PrPC não é dependente dos lipid rafts. 
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ANEXO 1: Esquema da molécula ADAM23 e as regiões clonadas nos vetores 
para expressão em E. coli e em células de mamífero. 
 
Figura esquemática da proteína ADAM23, mostrando o início e término de cada 
região da proteína. Para melhor entendimento estão indicados o início e término de 
































ANEXO 2: Quadro descritivo das diferentes construções da proteína ADAM23 
humana. 
 
O quadro mostra a quantidade de pares de bases de cada sequência codificadora, o 
número de aminoácidos codificado por cada sequência, a posição do aminoácido 
inicial e o final de cada sequência e a massa molecular aproximada de cada 
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